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1 Einleitung 
 
Die Verfahren der In-vitro-Maturation (IVM) von Rindereizellen und der In-vitro-
Produktion (IVP) von Rinderembryonen werden heute routinemäßig zur Realisie-
rung von Zuchtprogrammen eingesetzt. Dennoch sind diese In-vitro-Techniken im-
mer noch Gegenstand grundlegender Forschungsarbeiten, da in den In-vitro-
Systemen nur eine Ausbeute an transfertauglichen Blastozysten von 30-40% erreicht 
wird. Verursacht wird dies wahrscheinlich durch nicht optimale Kultivierungsbe-
dingungen und die unterschiedliche Entwicklungskompetenz der verwendeten Ei-
zellen. Bislang sind die molekularen Mechanismen, die der Entwicklung von Eizellen 
und Embryonen zugrunde liegen, noch nicht vollständig aufgeklärt, dies gilt vor al-
lem für die Vorgänge, die während der zytoplasmatischen Reifung der Oozyte ablau-
fen. 
Fest steht, dass die Proteinsynthese und die Translationskontrolle, bei der unter an-
derem die Phosphorylierung spezifischer Translationsfaktoren eine Rolle spielt, für 
den Ablauf und die Vollendung der meiotischen Maturation und für die frühe emb-
ryonale Entwicklung von entscheidender Bedeutung sind. Dabei ist die Proteinsyn-
these während der Maturation Voraussetzung für wichtige Reifungs- und Differen-
zierungsprozesse. Da während der Maturationsphase die Transkription letztendlich 
nahezu vollständig sistiert, wird die Expression von Proteinen fast ausschließlich auf 
der Ebene der Translation gesteuert. Spezifische Initiationsfaktoren, deren Funktio-
nalität durch Phosphorylierung reguliert wird, binden dabei die mRNA und steuern 
ihre Rekrutierung an Ribosomen. An der exakten Regulierung der Proteinsynthese 
während der Reifung hat der mTor-Signalweg maßgeblichen Anteil. Wesentliche 
Bestandteile dieses Signalwegs sind die Proteinkinase mechanistic target of ra-
pamycin (mTor), die mit dieser Kinase assoziierten Gerüstproteine regulatory associ-
ated protein of mTor (Raptor), rapamycin-insensitive companion of mTor (Rictor) 
und eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E), ein Faktor, dessen Funktionali-
tät unter anderem über eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 
(eIF4E-BP1) gesteuert wird.  
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, weitere Erkenntnisse über Translati-
on und Translationskontrolle während der Oozytenreifung zu gewinnen. Durch die 
Verwendung zweier unabhängiger mTor-Inhibitoren, Rapamycin und Torin2, die 
beide unterschiedliche Auswirkungen auf das Fortschreiten der Maturation haben, 
konnten tiefere Einblicke in die komplexen Vorgänge, die an der Regulierung der 
Proteinsynthese während der Oozytenreifung beteiligt sind, gewonnen werden. 
Um die morphologischen Auswirkungen von Rapamycin auf Rindereizellen zu un-
tersuchen, wurden mit Rapamycin behandelte Eizellen unter dem Mikroskop an-
Einleitung 
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hand der Chromatinkonfiguration morphologisch beurteilt. Rapamycin wurde bei 
allen im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchen in hoher Konzentration 
(10 µM) verwendet, da bei vorangegangenen Nachforschungen an Rindereizellen 
keine Auswirkungen von Rapamycin in niedrigeren Konzentrationen festgestellt 
werden konnten, die Anwendung einer hohen Rapamycin-Konzentration (10 µM) in 
einer Studie an Mauseizellen aber durchaus Effekte gezeigt hatte. Da aus einer frühe-
ren Untersuchung bekannt ist, dass 20-30% der mit Torin2 (3 µM) behandelten Rin-
dereizellen die durch Torin2 verursachte Inhibierung überwinden können, wurden 
Versuche zur Bestimmung der Entwicklungskompetenz Torin2- (3 µM) behandelter 
Eizellen durchgeführt. Zur Ermittlung dieser Entwicklungskompetenz wurden unter 
dem inhibitorischen Einfluss von Torin2 gereifte Eizellen fertilisiert und kultiviert, 
schließlich wurde die Blastozystenrate bestimmt. Parallel wurden außerdem Torin2- 
behandelte Eizellen anhand der Chromatinkonfiguration morphologisch untersucht, 
um die hemmende Wirkung von Torin2 zu bestätigen. Für die Analyse des Auftre-
tens und des Phosphorylierungszustandes der weiter oben bereits genannten Fakto-
ren, die bei der Translationskontrolle während der Oozytenreifung eine Rolle spie-
len, wurden immunhistochemische und biochemische Untersuchungen mittels kon-
fokaler Laser-Scanning-Mikroskopie und Western-Blots durchgeführt. Die Methode 
der Laser-Scanning-Mikroskopie wurde verwendet, da diese (im Gegensatz zu den 
biochemischen Analysen mittels Western-Blot) zusätzlich auch Informationen über 
die intrazelluläre Lokalisation der untersuchten Faktoren liefern kann. Somit bietet 
sie eine Möglichkeit, die Frage zu klären, ob die erwähnten Schlüsselkomponenten 
des mTor-Signalweges und ihre phosphorylierten Formen im Verlauf der Reifung 
ein spezifisches Verteilungsmuster zeigen. Daraus können wiederum Rückschlüsse 
über eine lokalisierte Proteinsynthese innerhalb von Rindereizellen und eine räumli-
che Regulierung der Translation gezogen werden.  
                                 Literatur 
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2 Literatur 
 
2.1 Grundlagen der Oozytenreifung beim Rind 
 
2.1.1 Wiederaufnahme und Verlauf der Oozytenreifung 
 
Nach Beendigung der Wachstumsphase der Eizellen kommt es zur Wiederaufnahme 
der meiotischen Oozytenreifung (Eichenlaub-Ritter u. Peschke 2002). Diese Periode 
umfasst die Entwicklung der Eizellen von der Prophase der ersten meiotischen Tei-
lung bis zur Metaphase der zweiten meiotischen Teilung (Bhojwani et al. 2006; 
Tomek u. Smiljakovic 2005; Smiljakovic et al. 2003). Rindereizellen erreichen ab ei-
nem Durchmesser von circa 110 µm, was einer Follikelgröße von etwa 3 mm ent-
spricht, die Kompetenz, die Oozytenreifung bis zur Metaphase II fortzusetzen (Hyt-
tel et al 2001). In vivo wird die Wiederaufnahme der meiotischen Endreifung durch 
den ovulatorischen LH-Peak (El-Raey u. Nagai 2014; Hyttel et al. 2001), in vitro 
durch das Herausnehmen voll ausgewachsener Eizellen aus ihren Follikeln (Tertiär-
follikel, 3-8 mm Durchmesser) und die Überführung in ein geeignetes Kultivie-
rungsmedium (El-Raey u. Nagai 2014; Ellederova et al. 2006; Tomek u. Smiljakovic 
2005; Tomek et al. 2002b) induziert. 
Der Prozess der Eizellreifung kann in die nukleäre und in die zytoplasmatische Rei-
fung unterteilt werden (El-Raey u. Nagai 2014; Ferreira et al. 2009; Bhojwani et al. 
2006; Sirard et al. 2003; Torner et al. 2001). Diese sind miteinander verbundene Vor-
gänge, die gleichzeitig stattfinden. Die zytoplasmatische Reifung umfasst die Umver-
teilung der Zellorganellen, die dynamischen Veränderungen des Zytoskeletts und 
die molekulare Reifung. Letztere beginnt schon während der Phase des Eizellwachs-
tums. Sie beinhaltet wiederum die Transkription, die Lagerung und die Prozessie-
rung (beispielsweise durch Polyadenylierung) der mRNAs und die Bereitstellung 
von  Proteinen (beispielsweise von den Zellzyklus regulierenden Proteinkinasen wie 
mitogene activated protein kinase (MAPK) und M-phase promoting factor (MPF) 
oder von antioxidativen Enzymen), für die diese mRNAs als Vorlage dienen (Ferreira 
et al. 2009). Die meisten Proteine und Faktoren, die an der Wiederaufnahme der Mei-
ose bei Rindereizellen beteiligt sind, werden während der ersten Stunden der In-
vitro-Maturation synthetisiert (Ferreira et al. 2009; Tremblay et al. 2005). Neben Än-
derungen der Proteinsynthese spielen auch Änderungen des Phosphorylierungszu-
standes von Proteinen bei der molekularen Maturation eine wichtige Rolle. Es finden 
zahlreiche Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgänge statt (Bhojwani et 
al. 2006; Wang et al. 2004; Tomek et al. 2002a; Kubelka et al. 2000). Durch Phosphory-
lierungsvorgänge werden Proteine, die für die Wiederaufnahme und das Fortschrei-
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ten der Oozytenreifung verantwortlich sind (beispielsweise Proteinkinasen wie 
MAPK und MPF), aktiviert oder deaktiviert (Tomek u. Smiljakovic 2005; Vigneron et 
al 2004; Chian et al. 2003; Kishimoto 2003; Meinecke u. Krischek 2003; Tomek et al. 
2002a).  
Die nukleäre Reifung beinhaltet hauptsächlich die Segregation der Chromosomen 
(Ferreira et al. 2009). Dabei erreicht das maternale Chromatin definierte Stadien der 
Meiose zu spezifischen Zeitpunkten nach Beginn der In-vitro-Maturation (Torner et 
al. 2001; Sirard et al. 1989). Vor Beginn der nukleären Reifung sind Säugetiereizellen 
in ihren Follikeln im Diplotän-Stadium der ersten meiotischen Prophase, dem soge-
nannten germinal vesicle (GV)- Stadium arretiert (Bhojwani et al. 2006; Ellederova et 
al. 2006; Tomek u. Smiljakovic 2005; Mehlmann et al. 2004; Sagata 1996). Mit Einset-
zen der Maturation kommt es zu morphologischen Veränderungen wie germinal 
vesicle breakdown (GVBD), Kondensation der Chromosomen, Ausbildung der meio-
tischen Metaphase I-Spindel durch Reorganisierung der Mikrotubuli, Wanderung 
der Spindel zum Kortex der Eizelle, Segregation der homologen Chromosomen, Aus-
schleusung des ersten Polkörpers und Bildung der Metaphase II-Spindel (Susor et al. 
2015; Kogasaka et al. 2013; Lee et al. 2012; Bhojwani et al. 2006; Ellederova et al. 2006; 
Tomek u. Smiljakovic 2005). Die Eizellen entwickeln sich dabei vom GV-Stadium 
über das GVBD-Stadium zum Metaphase I (M I)- Stadium weiter, durchlaufen die 
Anaphase I (Ana I) und die Telophase I (Telo I) ohne erkennbare Dekondensation 
der Chromosomen und erreichen so schließlich die Metaphase II (M II), in der sie 
erneut arretiert werden (Lee et al. 2012; Ellederova et al. 2006; Tomek u. Smiljakovic 
2005; Smiljakovic et al. 2003; Kubelka et al. 2000), bis die Eizelle durch Spermien-
Penetration wieder aktiviert wird (Lee et al. 2012; Torner et al. 2001). Morphologisch 
ist zu erkennen, dass der meiotische Apparat in der Metaphase II kleiner ist als in der 
Metaphase I, was durch die Reduzierung der Chromosomenanzahl auf die Hälfte 
erklärt werden kann (Ferreira et al. 2009; Li et al. 2005). Die Ausschleusung des ers-
ten Polkörpers beginnt schon in der Anaphase I, der Polkörper trennt sich aber erst 
dann vollständig von der Eizelle, wenn sie die M II-Phase erreicht (Li et al. 2005).  
Meiotische Teilungen bei Eizellen sind typischerweise extrem asymmetrisch, was die 
Entstehung einer großen Eizelle und eines kleinen Polkörpers zur Folge hat (Susor et 
al. 2015; Kogasaka et al. 2013; Brunet u. Verlhac 2011; Gönczy 2008; Verlhac et al. 
2000). Die Asymmetrie der ersten meiotischen Teilung hängt von der Polarisierung 
der Eizelle ab. Diese Polarisierung erfordert wiederum die Migration der im Zent-
rum der Eizelle gebildeten M I-Spindel zum Kortex der Eizelle (Kogasaka et al. 2013; 
Sun u. Kim 2013; Brunet u. Verlhac 2011; Wang et al. 2008; Verlhac et al. 2000), Spin-
delverankerung und kortikale Reorganisierung (Sun u. Kim 2013; Lee et al. 2012; 
Brunet u. Verlhac 2011; Sun u. Schatten 2006).  
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Die kortikale Reorganisierung umfasst dabei die Anreicherung von Mikrofilamenten 
und die Bildung einer Aktinkappe, die Entstehung einer granule-free domain 
(CGFD) und den Verlust von Mikrovilli in einer Region, die die Spindel überlagert 
(Lee et al. 2012; Deng et al. 2003; Van Blerkom u. Bell 1986).  
Die Chromosomen-Segregation bei Säugetiereizellen wird vermittelt durch eine 
Mikrotubulus-Spindel, der Zentrosomen fehlen (Schuh u. Ellenberg 2007). Die Spin-
delbildung erfolgt durch microtubule organizing centers (MTOCs), die sich in der 
Prophase aus einem zytoplasmatischen Mikrotubulus-Netzwerk bilden und die 
funktionell die Zentrosomen, die bei der Mitose die Spindelbildung bewerkstelligen, 
ersetzen (Susor et al. 2015; Kogasaka et al. 2013; Schuh u. Ellenberg 2007). Die Migra-
tion der Spindel und die Polarisierung der Eizelle werden durch Aktin-Filamente 
mediiert (Lee et al. 2012; Sun u. Schatten 2006; Verlhac et al. 2000). 
 
2.1.2 Translation und Translationskontrolle während der Oozytenreifung 
 
2.1.2.1 Grundsätzliche Mechanismen der Translation und Translationskontrolle 
 
2.1.2.1.1 Ribosomen als Ort der Proteinsynthese 
 
Der Prozess der mRNA-Translation (auch Proteinsynthese genannt) findet an den 
Ribosomen statt (Sanges et al. 2013; Hershey u. Merrick 2000). Das ribosomale Pro-
tein S6 (rpS6) dient im Allgemeinen als ein Marker aktiv stattfindender Translation 
(Romasko et al. 2013; Duncan u. McConkey 1982). Der gesamte Vorgang der Transla-
tion kann in drei Phasen unterteilt werden, die Initiation, die Elongation und die 
Termination (Sonenberg 2008; Mathews et al. 2007; Wang u. Proud 2006). Jedes Sta-
dium involviert eine Reihe von Proteinfaktoren, die bezüglich der Ribosomen extrin-
sisch sind und die unter anderem durch Phosphorylierung reguliert werden (Wang 
u. Proud 2006). Die mRNA liegt im Zytoplasma, wo die Translation stattfindet 
(Livingstone et al. 2010), in messenger ribonucleoprotein (mRNP)-Komplexen vor 
(Hershey u. Merrick 2000). Die Initiation der Proteinsynthese an einem mRNP-
Komplex führt zur Mobilisierung der mRNA in ein Monosom und zusätzliche Initia-
tions-Vorgänge wandeln die mRNA in ein Polysom um (Hershey u. Merrick 2000). 
Wenn mRNAs um die Ribosomenbindung konkurrieren, ist das synergistische Zu-
sammenwirken zweier Strukturelemente der mRNA, der Cap-Struktur und des Po-
ly(A)-Schwanzes, erforderlich, um die Rekrutierung von Ribosomen an das 5’-Ende 
zu vermitteln und eine effiziente Translation zu bewerkstelligen. Eine einzige 
mRNA, die von vielen Ribosomen effizient translatiert wird, kann mRNAs, die in 
Literatur 
6 
 
großer Menge vorliegen, aber schwach translatiert werden, an Bedeutung übertreffen 
(Livingstone et al. 2010; Axelsen u. Sneppen 2004). 
 
2.1.2.1.2 Notwendigkeit der Proteinsynthese 
 
Für das Fortschreiten der Maturation von Eizellen ist die Translation von entschei-
dender Bedeutung (Susor et al. 2015; Ferreira et al. 2009; Ellederova et al. 2008; Elle-
derova et al. 2006; Vasudevan et al. 2006; Gebauer et al. 1994), genau wie für die frü-
he embryonale Entwicklung (Susor et al. 2015; Ferreira et al. 2009; Groisman et al. 
2002; Oh et al. 2000). Sowohl die Rindereizelle als auch die Rinderzygote und der 
Rinderembryo haben einen hohen Bedarf an Proteinsynthese (Torner et al. 2008). Er-
folgreiche In-vitro-Maturation von Rindereizellen hängt von dem Stattfinden von 
Proteinsynthese ab (Wu et al. 1996). Der Erwerb einer hohen Entwicklungskompe-
tenz ist ebenfalls abhängig von hohen Raten an Proteinsynthese (Torner et al. 2008; 
Eichenlaub-Ritter u. Peschke 2002). 
 
2.1.2.1.3 Bedeutung der Translationskontrolle 
 
Während der meiotischen Reifung von Eizellen ist nicht nur die Translation an sich, 
sondern genauso die Regulierung dieser Translation essentiell (Siemer et al. 2009; 
Standart u. Minshall 2008; Vasudevan et al. 2006; Charlesworth et al. 2004). Transla-
tionskontrolle ist vor allem in Situationen wichtig, in denen die Korrelation zwischen 
einer bestimmten mRNA und der vorhandenen Menge des zugehörigen Proteins 
niedrig ist. Dies ist während der Maturation von Eizellen und der frühen embryona-
len Entwicklung bis zur Aktivierung des embryonalen Genoms der Fall (Tomek u. 
Wollenhaupt 2012; Bhojwani et al. 2006). Die Menge an vorhandener mRNA in der 
Eizelle ist dabei bei weitem höher als die Menge an mRNA, die für die Proteinsyn-
these benötigt wird (Scantland et al. 2011; Tomek et al. 2002b). Die besondere Bedeu-
tung der Translationskontrolle bei Rindereizellen wird dadurch bestätigt, dass wäh-
rend der Maturation von Rindereizellen die Menge an polyribosomaler RNA (aber 
nicht die Gesamtmenge an RNA oder die Menge an polyadenylierter RNA) mit der 
vorhandenen Menge der zugehörigen Proteine korreliert. Außerdem liegt polyribo-
somale RNA in verschiedenen Stadien der Eizellreifung (GV, GVBD, MII) in unter-
schiedlicher Menge innerhalb der Eizelle vor, was allerdings kaum eine Korrelation 
mit der Gesamtmenge an RNA oder der Menge an polyadenylierter RNA zeigt 
(Scantland et al. 2011). 
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2.1.2.1.4 Transkription bei wachsenden und reifenden Eizellen 
 
Während der Wachstumsphase von Eizellen findet aktive Transkription statt (Susor 
et al. 2015; Torner et al. 2008; De La Fuente et al. 2004; Eichenlaub-Ritter u. Peschke 
2002; Wassarman u. Kinloch 1992). Dabei wird in den wachsenden Eizellen eine gro-
ße Menge an mRNA-Molekülen akkumuliert, die nicht sofort translatiert, sondern in 
einer stabilen, aber inaktiven Form bis zu ihrer Rekrutierung während der meioti-
schen Oozytenreifung und der frühen embryonalen Entwicklung aufbewahrt werden 
(Mehlmann 2013; Susor et al. 2008; Bhojwani et al. 2006; Fair et al. 2004; Tomek et al. 
2002b; Oh et al. 2000).  
Im Gegensatz dazu kommt es während der Oozytenreifung ab dem  Zeitpunkt, an 
dem das Chromatin kurz vor Einsetzen des GVBD kondensiert wird, zur Unterdrü-
ckung der Transkription (Siemer et al. 2009; Susor et al. 2008; Bhojwani et al. 2006; 
Ellederova et al. 2006; Vasudevan et al. 2006; De La Fuente et al. 2004; Abb.1). So 
ergaben Studien an Rindereizellen, dass es mit dem Eintritt des GVBD zu einer star-
ken Verringerung der Transkriptionsraten kommt. Bei Eizellen, die sich in der M II-
Phase befinden, kann fast keine Transkription mehr beobachtet werden (Tomek et al. 
2002b; Memili et al. 1998). Somit hängen das Fortschreiten und die Vollendung der 
Meiose und die frühe embryonale Entwicklung von der Translation der gespeicher-
ten maternalen mRNAs ab (Susor et al. 2015; Mehlmann 2013; Siemer et al. 2009; Bet-
tegowda u. Smith 2007; Curtis et al. 1995). Deswegen findet die Kontrolle der Genex-
pression bei Eizellen fast ausschließlich auf Ebene der Translation und der mRNA-
Stablilsierung statt (Susor et al. 2016; Susor et al. 2015; Tomek u. Wollenhaupt 2012; 
Siemer et al. 2009; Eichenlaub-Ritter u. Peschke 2002).  
 
2.1.2.1.5 Mechanismen der Translationskontrolle 
 
An der Aktivierung translatorisch inaktiver mRNAs und an ihrer Rekrutierung an 
Polysomen sind im Allgemeinen mehrere Mechanismen beteiligt (Ferreira et al. 2009; 
Ellederova et al. 2008; Tomek et al. 2002a; Tomek et al. 2002b). Dies schließt die 
Phosphorylierung und Dephosphorylierung  einer Reihe von Initiationsfaktoren und 
ihrer Regulatoren (beispielsweise von eIF4E und BP1; Beugnet et al. 2003; Morley u. 
Pain 1995; Thach 1992; Hershey 1991), die Phosphorylierung von rp6S (Kim et al. 
2013; Romasko et al. 2013; Gavin u. Schorderet-Slatkine 1997; Brown u. Schreiber 
1996), die zytoplasmatische  Polyadenylierung von mRNAs (Brevini et al. 2002; Bre-
vini-Gandolfi et al. 1999; Richter 1999; Barkoff et al. 1998) und die Bindung von se-
quenzspezifischen oder unspezifischen Proteinen (Jackson et al. 2010; Sonenberg u. 
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Hinnebusch 2009; Stutz et al. 1998; Curtis et al. 1995) und von microRNAs (Jackson et 
al. 2010; Sonenberg u. Hinnebusch 2009) an die mRNA ein.   
 
2.1.2.1.6 Proteinsynthese während der Oozytenreifung 
 
In somatischen Zellen korreliert die Zunahme der Proteinsynthese mit gesteigerter 
Phosphorylierung von eIF4G, eIF4E, BP1 und rpS6 sowie mit gesteigerter eIF4F-
Bildung und verminderter BP1-eIF4E-Komplexbildung (Morley u. Naegele 2002).  
Bei Eizellen hingegen lässt sich keine so eindeutige Korrelation zwischen dem Grad 
der stattfindenden Proteinsynthese und der Phosphorylierung von Initiationsfakto-
ren beobachten (Siemer et al. 2009). Die Translationsraten sind bei Rindereizellen im 
GV-Stadium niedrig, steigen mit Eintritt des GVBD und im M I-Stadium an und sin-
ken mit Erreichen der M II-Phase wieder auf basale Werte ab (Smiljakovic et al. 2003; 
Tomek et al. 2002a; Tomek et al. 2002b; Wu et al. 1996; Kastrop et al. 1990). Sowohl 
die BP1-Phosphorylierung und die eIF4E-Phosphorylierung als auch die eIF4F-
Bildung steigen aber im Laufe der Maturation an und erreichen in der M II-Phase 
einen Höhepunkt (Mayer et al. 2014; Siemer et al. 2009; Abb.1). Dies bedeutet, dass 
im M II-Stadium trotz Hyperphosphorylierung von BP1 und starker eIF4F-
Komplexbildung nur basale Proteinsyntheseraten zu finden sind, was nahelegt, dass 
BP1 nicht für die Unterdrückung der Translation in dieser Phase verantwortlich sein 
kann (Tomek u. Wollenhaupt 2012; Siemer et al. 2009). Auch die in der Eizelle vor-
handene Menge an polyadenylierter mRNA und Faktoren wie Maskin-like protein 
(MLP) und cytoplasmic polyadenylation element binding (CPEB) können für die 
niedrigen Raten der globalen Proteinsynthese in der M II-Phase keine Erklärung lie-
fern. Es wird vermutet, dass andere Faktoren, die mit dem 3’-Ende der mRNA inter-
agieren, für die Unterdrückung der Translation bei Eizellen im M II-Stadium ver-
antwortlich sind. Poly(A)-binding protein (PABP) könnte dabei eine wichtige Rolle 
spielen (Tomek u. Wollenhaupt 2012). Die Abnahme der globalen Proteinsynthese, 
die auch bei Mauseizellen beobachtet werden kann, hat vermutlich eine physiologi-
sche Bedeutung (Ellederova et al. 2006; Schultz et al. 1978). 
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Abb.1: Während der Reifung von Rindereizellen auf molekularer Ebene stattfinden-
de Veränderungen (nach Mayer et al. 2014; Siemer et al. 2009; Tomek et al. 2002a; 
Tomek et al. 2002b): Transkription findet nur im Germinalvesikel (GV)-Stadium statt, 
Translation und Polyadenylierung erreichen im germinal vesicle breakdown (GVBD)- 
und Metaphase I (M I)-Stadium ihren Höhepunkt. Die  Phosphorylierung von eukaryo-
tic translation initiation factor 4E (eIF4E) und eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1 (BP1) nimmt im Verlauf der In-vitro-Maturation stark zu, ebenso wie 
die Ausbildung des eIF4F-Komplexes. Im Gegensatz dazu nimmt die eIF4E/BP1-
Komplexbildung zum Metaphase II (M II)-Stadium hin ab. Poly(A): Poly-Adenosin. 
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2.1.2.1.7 Lokalisierte Proteinsynthese 
 
Bei vielen Spezies, beispielsweise bei Xenopus oder Drosophila kommt es durch 
Kompartimentierung von mRNA zu einer Lokalisierung der Proteinsynthese inner-
halb der Eizelle (Susor et al. 2015; Romasko et al. 2013; Holt u. Bullock 2009; Dubowy 
u. Macdonald 1998). Bei Drosophila spielt dies eine bedeutende Rolle bei der Etablie-
rung der Körperachsen (Holt u. Bullock 2009).  
Im Gegensatz dazu ist über die Lokalisation von mRNA innerhalb von Säugetierei-
zellen wenig bekannt, Berichte über eine Ansammlung von RNA im Kortex der Ei-
zelle ausgenommen (Susor et al. 2015; Flemr et al. 2010; Li et al. 2008). Eine weitere 
Ausnahme sind außerdem Erkenntnisse bezüglich der intrazellulären Lokalisierung 
maternaler mRNAs, die die Ausbildung und den Erhalt der meiotischen Spindel un-
terstützen (Romasko et al. 2013). So konnte bei Mauseizellen eine Anreicherung ma-
ternaler mRNAs, die für Spindelproteine kodieren, am Metaphase-Spindelapparat 
gesehen werden. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass die lokalisierte 
Translation dieser mRNAs einen Beitrag zur Spindelbildung leisten könnte (Romas-
ko et al. 2013). Eine weitere Studie an Mauseizellen kam zu dem Ergebnis, dass, ob-
wohl die ganze Eizelle translatorisch aktiv ist, nach Einsetzen des GVBD zwei Gebie-
te mit besonders ausgeprägter Translation innerhalb der Eizelle erkennbar werden, 
nämlich zum einen ein Gebiet in der unmittelbaren Umgebung der Chromosomen, 
chromosomal translational area (CTA) genannt, zum anderen ein die Spindel umge-
bendes Gebiet, perispindular translational area (PTA) genannt. Die Schlüsselkompo-
nenten des mTor-eIF4E-Signalwegs sind in diesen Regionen der Eizelle lokalisiert 
und vermitteln dort vermutlich die Translation spezifischer mRNAs, die wichtig sind 
für die korrekte Ausbildung der Spindel und die akkurate Positionierung der Chro-
mosomen. Dies stellt ein Beispiel für lokalisierte Proteinsynthese und zeitlich und 
räumlich regulierte Translationskontrolle während der Reifung von Säugetiereizellen 
dar (Susor et al. 2015). Für Rindereizellen gibt es diesbezüglich bislang noch keine 
Erkenntnisse.  
 
2.1.2.1.8 Translationsinitiation 
 
Die Kontrolle der Cap-abhängigen Translation findet hauptsächlich auf der Ebene 
der Initiation, die für die Gesamtproteinsynthese ratenbegrenzend ist, statt (Susor et 
al. 2015; Tomek u. Wollenhaupt 2012; Siemer et al. 2009; Ellederova et al. 2006; Hers-
hey u. Merrick 2000). Die Initiation der Translation ist der Prozess der Bildung 
elongationskompetenter 80S Ribosomen an der mRNA, bei dem eine Basenpaarung 
zwischen dem Startkodon und der Antikodonschleife der Initiator tRNA (Met-
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tRNAi, Meti) stattfindet (Jackson et al. 2010). Dieser Initiationsvorgang umfasst also 
die Rekrutierung von mRNAs an Ribosomen und erfordert die Ausbildung des 
eIF4F-Komplexes (Susor et al. 2015; Wollenhaupt et al. 2012; Wollenhaupt et al. 2011; 
Ellederova et al. 2008; Susor et al. 2008). Dabei ist vermutlich eIF4E, das bei der Rek-
rutierung von mRNA in Polysomen als Teil des eIF4F-Komplexes agiert (Wang et al. 
2003; Mader et al. 1995), in somatischen Zellen der limitierende Faktor (Watkins u. 
Norbury 2002; Shi et al. 2003; Raught u. Gingras 1999), da eIF4E verglichen mit ande-
ren Initiationsfaktoren in der Zelle in limitierenden Mengen vorhanden ist (Pyronnet 
et al. 1999; Duncan et al. 1987).  
Die Initiation ist eine komplexe Phase der Translation, die ein Zusammenwirken 
mehrerer eukaryotischer Initiationsfaktoren (Tab.1) und Signalwege erfordert (Gog-
gin et al. 2004; Martin u. Blenis 2002; Watkins u. Norbury 2002; Morley 2001). Die 
Aktivität der meisten Faktoren, die an der  mRNA-Ribosomen-Bindung mitwirken, 
wird hauptsächlich durch Phosphorylierung geregelt (Susor et al. 2008; Ellederova et 
al. 2006; Morley 1997; Pain 1996).  
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Tab.1: Eukaryotische Initiationsfaktoren (Jackson et al. 2010): Dargestellt sind die 
wichtigsten Funktionen der Haupt- und Hilfs-Initiationsfaktoren. 
 
Haupt-
Initiations-
faktoren 
Funktion 
eIF2 Bildet einen eIF2-GTP-Met-tRNAi-Dreifachkomplex, der an die 40S-Untereinheit bin-
det und mediiert auf diese Weise die ribosomale Rekrutierung der Met-tRNAi. 
eIF3 Bindet an die 40S-Untereinheit, eIF1, eIF4G und eIF5; stimuliert die Bindung des eIF2-
GTP-Met-tRNAi-Komplexes an die 40S-Untereinheit; fördert die Anbindung des 43S-
Komplexes an die mRNA und den darauf folgenden Scanning-Prozess; besitzt Aktivi-
täten, die die Dissoziation von Ribosomen stärken und die Assoziation von Ribosomen 
d.h. das Zusammenfügen der 40S- und der 60S-Untereinheit  verhindern. 
eIF1 Stellt die Genauigkeit der Erkennung des Start-Kodons sicher; fördert den ribosomalen 
Scanning-Prozess; stimuliert die Bindung des eIF2-GTP-Met-tRNAi-Komplexes an die 
40S-Untereinheit; verhindert frühzeitige eIF5-induzierte Hydrolyse von eIF2-
gebundenem GTP und Pi Ablösung. 
eIF1A Stimuliert die Bindung des eIF2-GTP-Met-tRNAi-Komplexes an die 40S-Untereinheit 
und kooperiert mit eIF1 bei der Förderung des ribosomalen Scanning-Prozesses und 
der Selektion des Start-Kodons. 
eIF4E Bindet an die m7GpppG5’terminale Cap-Struktur der mRNA 
eIF4A DEAD-box ATPase und ATP-abhängige RNA-Helikase 
eIF4G Bindet eIF4E, eIF4A, eIF3, PABP, SLIP1 und die mRNA und verstärkt die Helikase-
Aktivität von eIF4A. 
eIF4F Ein cap-bindender Komplex bestehend aus eIF4E, eIF4A und eIF4G; windet die 
5’proximale Region der mRNA auf und mediiert die Anbindung des 43S-Komplexes 
an die mRNA; unterstützt ribosomale Komplexe während des Scanning-Prozesses. 
eIF4B Ein RNA-bindendes Protein, das die Helikase-Aktivität von eIF4A verstärkt. 
eIF4H Ein RNA-bindendes Protein, das die Helikase-Aktivität von eIF4A verstärkt und ho-
molog zu einer Untereinheit von eIF4B ist. 
eIF5 Ein GTPase-aktivierendes Protein, spezifisch für GTP-gebundenes eIF2, das die Hydro-
lyse von eIF2-gebundenem GTP bei Erkennung des Start-Kodons induziert. 
eIF5B Eine Ribosomen-abhängige GTPase, die die Zusammenführung der ribosomalen Un-
tereinheiten mediiert. 
eIF2B Ein Guanosin-Nukleotid-Austausch-Faktor, der den GDP-GTP-Wechsel an eIF2 för-
dert. 
Hilfs-
faktoren 
 
DHX29 Ein DExHbox-enthaltendes Protein, das an die 40S-Untereinheit bindet und den ribo-
somalen Scanning-Prozess an mRNAs mit langen, hoch strukturierten 5’-UTRs fördert. 
Ded1 Eine DEADbox-enthaltende NTPase und RNA-Helikase, die möglicherweise den 
Scanning-Prozess bei Saccharomyces cerevisiae fördert.  
eIF6 Ein Anti-Assoziations-Faktor, der an die 60S-Untereinheit bindet und diese an der 
Anbindung an die 40S-Untereinheit hindert. 
p97 Eng verwandt mit den carboxy-terminalen zwei Dritteln von eIF4G; bindet eIF4A und 
eIF3; fördert die Initiation möglicherweise auf mRNA spezifische Art und Weise. 
PABP Bindet an den 3’-Poly(A)-Schwanz der mRNA, eIF4G und eIF3; fördert die Bindung 
von eIF4F an die Cap-Struktur; erleichtert möglicherweise die Rekrutierung von recy-
celten Post-Termination-40S-Untereinheiten zurück an das 5’-Ende der mRNA. 
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2.1.2.1.9 Closed-loop-Modell 
 
Das gebräuchlichste Modell für den Beginn der Translationsinitiation ist derzeit das 
sogenannte „Closed-loop“-Modell, bei dem es vermittelt durch Proteinfaktoren zu 
einer physischen Brückenbildung zwischen dem 5’-Ende und dem 3’-Ende der 
mRNA kommt (Tomek u. Wollenhaupt 2012; Wollenhaupt et al. 2010; Sonenberg u. 
Hinnebusch 2009; Mangus et al. 2003; Abb.2). Dabei interagiert der 3’-Poly(A)-
Schwanz über PAPB, das wiederum an eIF4G als Teil des Cap-bindenden eIF4F-
Komplexes bindet, mit der 5’-Cap-Struktur (Wollenhaupt et al. 2011; Brook et al. 
2009; Siemer et al. 2009; Borman et al. 2000). Dies führt zu einer 3‘-5‘-Zirkularisierung 
der mRNA und zu einer Stimulierung der Translation (Brook et al. 2009; Siemer et al. 
2009; Susor et al. 2008; Khaleghpour et al. 2001). Diese Stimulierung wird dadurch 
erreicht, dass Sekundärstrukturen der mRNA aufgelöst werden und der Zugang der 
Ribosomen zur mRNA erleichtert wird (Tomek u. Wollenhaupt 2012). Außerdem 
könnte die mRNA-Zirkularisierung sicherstellen, dass nur intakte mRNA translatiert 
wird und die Reinitiation, das heißt das Recycling von Ribosomen an der mRNA, 
fördern (Tomek u. Wollenhaupt 2012; Topisirovic et al. 2011; Sonenberg u. Hinne-
busch 2009; Kahvejian et al. 2005; Mangus et al. 2003; Gingras et al. 1999a). Hinzu 
kommt, dass die Verankerung von eIF4F über PAPB am 3’-Poly(A)-Schwanz sicher-
stellt, dass eIF4F an die mRNA angebunden bleibt, selbst wenn die Kontakte mit dem 
5’-Ende der mRNA unterbrochen werden, sodass es somit nicht de novo aus dem 
freien eIF4F-Pool rekrutiert werden muss (Jackson et al. 2010).  
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Abb.2: „Closed-loop“-Modell für die messengerRNA (mRNA)-Aktivierung wäh-
rend der Translationsinitiation (Tomek u. Wollenhaupt 2012): Die physische Brü-
ckenbildung zwischen dem 5‘- und dem 3‘-Ende der mRNA wird durch mehrere 
Proteinfaktoren mediiert. Proteine mit stimulierenden Phosphorylierungsstellen 
sind mit schwarzen Sternen markiert, unterdrückende Phosphorylierungsstellen 
sind mit grauen Sternen gekennzeichnet. Hypophosphoryliertes eukaryotic transla-
tion initiation factor 4E-binding protein 1 (BP1) bindet an eukaryotic translation ini-
tiation factor 4E (eIF4E) und verhindert die eIF4F-Komplexbildung. PABP interac-
ting protein 2 (Paip 2) konkurriert mit Paip 1 um die Bindung an Poly(A)-binding 
protein (PAPB) und inhibiert die eIF4G/PAPB-Interaktion. Abhängig vom Phospho-
rylierungsstatus bindet Maskin an cytoplasmic polyadenylation element binding 
(CPEB)  und eIF4E und verhindert so die eIF4F-Komplexbildung und die zytoplas-
matische Polyadenylierung der mRNA. Alle diese Prozesse verhindern die Interak-
tion zwischen dem 5‘- und dem 3‘-Ende der mRNA und unterdrücken auf diese 
Weise die Translationsinitiation. CPSF: cleavage/polyadenylation specifity factor; 
PAP: Poly(A)Polymerase; Poly(A): Poly-Adenosin. 
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2.1.2.1.10 Am 5’-Ende der mRNA agierende Faktoren 
 
Die am 5’-Ende der mRNA agierenden Faktoren vermitteln die Funktion der mRNA-
Cap-Struktur (Tomek u. Wollenhaupt 2012). Die Interaktion von eIF4F mit translato-
risch unterdrückter mRNA ist absolut notwendig für eine effiziente Initiation der 
Translation dieser mRNA (Von der Haar et al. 2004; Tomek et al. 2002a). 
 Der eIF4F-Komplex besteht aus drei Untereinheiten (Susor et al. 2015; O’Leary et al. 
2013; Tomek u. Wollenhaupt 2012; Topisirovic et al. 2011; Gingras et al. 1999a): eIF4E, 
das an die Cap-Struktur am 5’-Ende der mRNA bindet, der ATP-abhängigen RNA-
Helikase eIF4A, die verantwortlich ist für das Aufwinden von Sekundärstrukturen 
der mRNA und dem großen Gerüstprotein eIF4G, das die Integrität des Komplexes 
gewährleistet (Wollenhaupt et al. 2011; Wollenhaupt et al. 2010; Sonenberg 2008; El-
lederova et al. 2006; Tomek et al. 2002a). eIF4G besitzt Bindungsstellen nicht nur für 
eIF4E und eIF4A, sondern auch für eIF3, das Bindeglied zwischen eIF4E und der 
kleinen ribosomalen Untereinheit, für PAPB, für MAPK integrating kinase (Mnk), die 
Kinase, die eIF4E direkt phosphoryliert und auch für mRNA (Wollenhaupt et al. 
2011; Wollenhaupt et al. 2010; Ellederova et al. 2006). Die eIF4G-PAPB-Bindung 
scheint dabei die Affinität von eIF4E für die Cap-Struktur zu erhöhen (Borman et al. 
2000) und die Effizienz der Translation zu steigern, aber für die Rekrutierung von 
Ribosomen nicht absolut notwendig zu sein (Von der Haar et al. 2004).  
Während der In-vitro-Maturation von Rinder- und Schweineeizellen bleibt die vor-
handene Menge an eIF4E, eIF4A und eIF4G weitgehend konstant (Tomek u. Wollen-
haupt 2012; Siemer et al. 2009; Ellederova et al. 2006; Tomek et al. 2002a) und die 
Phosphorylierung von eIF4E nimmt immer mehr zu (Mayer et al. 2014; Siemer et al. 
2009; Ellederova et al. 2008; Ellederova et al. 2006; Tomek et al. 2002a). Die Phospho-
rylierung von eIF4G bei Rindereizellen sinkt in diesem Zeitraum dagegen nach und 
nach ab (Siemer et al. 2009). Bei Rinder- wie auch bei Schweineeizellen lässt sich vom 
GV-Stadium zum M II-Stadium hin eine erhöhte Bindung von eIF4E an die Cap-
Struktur und eine gesteigerte eIF4F-Komplexbildung beobachten (Tomek u. Wollen-
haupt 2012; Siemer et al. 2009; Ellederova et al. 2006). 
 
2.1.2.1.11 Am 3’-Ende der mRNA agierende Faktoren 
 
PAPB, PAPB interacting protein 1 u. 2 (Paip 1 u. 2) und CPEB sind für die Translati-
onsinitiation wichtige Faktoren, die mit dem 3’-Ende der mRNA assoziiert sind. Da-
bei bindet PABP an den Poly(A)-Schwanz der mRNA (Mangus et al. 2003), mediiert 
die Bildung der „Closed-loop“-Struktur (Sonenberg u. Hinnebusch 2007; Mangus et 
al. 2003; Tarun u. Sachs 1996) und stabilisiert und verstärkt die Bindung von eIF4F an 
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die Cap-Struktur (Sonenberg u. Hinnebusch 2009; Pestova et al. 2007; Sonenberg u. 
Hinnebusch 2007; Kahvejian et al. 2005). Die PABP-Aktivität wird durch Paip1 und 
Paip2 reguliert (Ellederova et al. 2006). Paip 1 stimuliert die Translation (Ellederova 
et al. 2006; Craig et al. 1998), indem es die PAPB-eIF4G-Bindung durch Interaktion 
mit eIF3 stabilisiert (Siemer et al. 2009; Martineau et al. 2008). Im Gegensatz dazu 
unterdrückt Paip2, das mit Paip1 um die Bindung an PAPB konkurriert, die Transla-
tion, indem es die Bindung von PAPB an das polyadenylierte Ende der mRNA ver-
hindert (Ellederova et al. 2006; Khaleghpour et al. 2001) und die Bindung von eIF4G 
an PABP inhibiert (Sonenberg u. Hinnebusch 2007; Karim et al. 2006). CPEB bindet 
an eine Sequenz in der 3’-UTR von mRNAs (Mendez u. Richter 2001) und spielt so-
wohl bei der Stimulierung der Translation durch Polyadenylierung (Uzbekova et al. 
2008) als auch bei der Unterdrückung der Translation (Standart u.Minshall 2008) eine 
wichtige Rolle. 
PABP 1, PABP 3, Paip1 und Paip2 werden während der In-vitro-Maturation von 
Rindereizellen konstant exprimiert (Tomek u. Wollenhaupt 2012; Siemer et al. 2009). 
Die vorhandene Menge an CPEB ist dagegen im M II-Stadium signifikant reduziert 
(Tomek u. Wollenhaupt 2012; Siemer et al. 2009; Uzbekova et al. 2008), was darauf 
hinweist, dass CPEB im M II-Stadium keinen herausragenden Einfluss auf die Ge-
samtproteinsynthese hat, sondern wahrscheinlich eher die Translation einer kleinen 
Subklasse von mRNAs mit hoher regulatorischer Relevanz steuert (Tomek u. Wol-
lenhaupt 2012). PABP wird vermutlich wenigstens zum Teil während der In-vitro-
Maturation von Rindereizellen dephosphoryliert (Tomek u. Wollenhaupt 2012; Smil-
jakovic et al. 2004). Dies führt aufgrund der niedrigeren Affinität von hypophospho-
ryliertem PABP für Poly(A) (Le et al. 2000) folglich zu einer Behinderung der 
„Closed-loop“-Formation (Tomek u. Wollenhaupt 2012). 
 
2.1.2.1.12 Wirkungsmechanismus der eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding proteins (4E-BPs) bei der Translationsinitiation 
 
Die Bildung des eIF4F-Komplexes wird unter anderem durch die 4E-BPs reguliert 
(Wollenhaupt et al. 2012). Diese 4E-BPs (darunter 4E-BP1) konkurrieren mit eIF4G 
um die Bindung an eine gemeinsame dorsale Bindungsstelle von eIF4E (Ellederova et 
al. 2006; Volpon et al. 2006; Ptushkina et al. 1999; Haghighat et al. 1995; Mader et al. 
1995). 4E-BP1 bindet in der hypophosphorylierten Form an eIF4E, verhindert so die 
eIF4E-eIF4G-Bindung und damit die eIF4F-Komplexbildung und unterdrückt auf 
diese Weise die Translation (Siemer et al. 2009; Susor et al. 2008; Duncan u. Song 
1999; Lin et al. 1995; Abb.3). Wenn 4E-BP1 phosphoryliert wird, löst es sich von eIF4E 
ab, was eIF4E für eIF4G verfügbar macht und die Ausbildung eines aktiven eIF4F-
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Komplexes ermöglicht (Susor et al. 2008; Ellederova et al. 2006; Fraser et al. 1999; 
Haghighat et al. 1995).  
Die Bindung von eIF4E an die Cap-Struktur verstärkt die Affinität von eIF4E für BP1 
(Modrak-Wojcik et al. 2013; Tomoo et al. 2005; Von der Haar et al. 2004; Shen et al. 
2001). Umgekehrt behindert die Assoziation von BP1 mit eIF4E die Bindung von 
eIF4E an die Cap-Struktur nicht (Tomek et al. 2002a; Sonenberg u. Gingras 1998), sie 
stabilisiert die Bindung von eIF4E an die Cap-Struktur sogar (Volpon et al. 2006; To-
moo et al. 2005; Von der Haar et al. 2004; Ptushkina et al. 1999) und die unterdrückte 
mRNA wird so wahrscheinlich vor dem Entfernen der Cap-Struktur und vor einem 
Ribonukleaseangriff geschützt (Tomek u. Wollenhaupt 2012).  
Vor kurzem wurde ein kleines Molekül, eIF4E/eIF4G interaction inhibitor 1 (4EGI-1), 
entdeckt, das die Bindung von BP1 an eIF4E verstärkt und die eIF4E-eIF4G-
Interaktion unterbricht. Die gleichzeitige Bindung von 4EGI-1 und BP1 an eIF4E trägt 
dazu bei, das Gleichgewicht in Richtung der Inhibierung der Translationsinitiation 
zu verschieben (Sekiyama et al. 2015).  
 
 
Abb.3: Wirkungsmechanismus von eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1 (4E-BP1) bei der Translationsinitiation (nach Tomek u. Wollen-
haupt 2012; Susor et al. 2008; Volpon et al. 2006; Mangus et al. 2003):  
A: Eukaryotic translation initiation factor 4G (eIF4G) bindet an eIF4E, der eIF4F-
Komplex (bestehend aus eIF4E, eIF4G und eIF4A) wird gebildet, was die Ausbil-
dung der „Closed-loop“-Formation ermöglicht, die Translation wird auf diese Weise 
stimuliert. 
B: 4E-BP1 konkurriert mit eIF4G um eine gemeinsame dorsale Bindungsstelle an 
eIF4E, verhindert so die eIF4F-Komplexbildung und die Ausbildung der „Closed-
loop“-Formation und unterdrückt auf diese Weise die Translation.  
PABP: Poly(A)-binding protein; Poly(A): Poly-Adenosin. 
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2.1.2.1.13 Zytoplasmatische Polyadenylierung 
 
Neben der 5’-Cap-Struktur besitzen nahezu alle eukaryotischen mRNAs ein weiteres 
wichtiges Strukturelement, den Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende. Die Länge dieses Po-
ly(A)-Schwanzes ist zusammen mit der Cap-Struktur bei der Regulierung der Stabili-
tät von mRNAs und bei der Translationskontrolle von entscheidender Bedeutung 
(Mehlmann 2013; Corcoran et al. 2006; Coller u. Parker 2004).  
Zytoplasmatische mRNAs unterliegen sowohl einer Verlängerung als auch einer 
Kürzung ihres Poly(A)-Schwanzes durch zytoplasmatische Enzyme, wobei Deadeny-
lierung und Polyadenylierung gleichzeitig stattfinden können, sodass die Balance 
zwischen beiden Aktivitäten die Länge des Poly(A)-Schwanzes festlegt (Curtis et al. 
1995). Die zytoplasmatische Verlängerung von Poly(A)-Sequenzen kann die Rekru-
tierung von Ribosomen an die mRNA regulieren (Tomek et al. 2002a; Richter 1999; 
Gebauer et al. 1994). Die Mehrheit der bislang untersuchten mRNAs wird in Eizellen 
(der Spezies Maus, Xenopus und Drosophila) nicht effektiv translatiert, wenn sie nur 
kurze Poly(A)-Schwänze besitzen (Tomek et al. 2002b; Curtis et al. 1995). Es wurde 
gezeigt, dass der translatorische Vorteil von polyadenylierten gegenüber nicht poly-
adenylierten mRNAs am größten unter Bedingungen starker Konkurrenz für be-
grenzende Initiationsfaktoren und/oder Ribosomen ist (Jackson et al. 2010; Borman et 
al. 2000). Darüber hinaus ist der Poly(A)-Schwanz eine wichtige Determinante der 
mRNA-Stabilität (Jackson u. Standart 1990), er inhibiert die Entfernung der Cap-
Struktur (Coller u. Parker 2004). Dabei spielt auch PABP eine entscheidende Rolle, 
indem es die mRNA vor Deadenylierung schützt (Vasudevan et al. 2006; Wilkie et al. 
2005).  
Die zytoplasmatische Polyadenylierung ist ein wichtiger Mechanismus der Transla-
tionskontrolle während der meiotischen Maturation von Eizellen (Vasudevan et al. 
2006; Lequarre et al. 2004; Hake u. Richter 1994; Vassalli et al. 1989). So kommt es 
während der In-vitro-Maturation von Rindereizellen zur Polyadenylierung von 
mRNA (Tomek et al. 2002b). Der Anstieg der Polyadenylierung, der vor allem im 
Zeitraum zwischen GVBD und M I-Stadium stattfindet, wird von einem Anstieg der 
Gesamt-Proteinsynthese begleitet (Smiljakovic et al. 2003; Tomek et al. 2002b), zum 
M II-Stadium hin nimmt die Polyadenylierung von mRNA nur mäßig ab (Tomek et 
al. 2002b; Abb.1). Eine Studie, in der der Gesamt-mRNA-Gehalt und die vorhande-
nen Mengen an polyadenylierter mRNA und an polyribosomaler mRNA für ausge-
wählte Transkripte vergleichend untersucht wurden, zeigt allerdings, dass die poly-
adenylierte Form einer bestimmten mRNA im Verlauf der Maturation von Rinderei-
zellen kaum mit der polyribosomalen mRNA korreliert. Dies kann als Hinweis da-
rauf gewertet werden, dass die Polyadenylierung allein bei Rindereizellen nicht aus-
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schlaggebend für die Rekrutierung von mRNA an Ribosomen ist (Scantland et al. 
2011). 
 
2.1.2.1.14 Bedeutung verschiedener Proteinkinasen für die Translationskontrolle 
und den Ablauf der Oozytenreifung 
 
Die zahlreichen nukleären und zytoplasmatischen Vorgänge, die während der Oozy-
tenreifung stattfinden, vor allem die Veränderungen des Phosphorylierungszustan-
des von Proteinen (darunter Translationsfaktoren und spezifische mRNA-bindende  
Proteine), werden durch die unterschiedlichen Aktivitäten einer Reihe von Protein-
kinasen verursacht (Tomek et al. 2002a; Torner et al. 2001). Kinasen wie MPF, MAPK, 
Akt und Aurora A zeigen im Verlauf der Maturation charakteristische Aktivie-
rungsmuster und eine typische räumliche Verteilung. Zudem beeinflussen sie den 
GVBD, die Spindelbildung oder den Übergang von der M I- zur M II-Phase, was sie 
für einen korrekten Ablauf der Meiose essentiell macht (Mayer et al. 2014; Kalous et 
al. 2009; Bhojwani et al. 2006; Kalous et al. 2006; Tomek u. Smiljakovic 2005; Tomek et 
al. 2002a).  
Die Substratphosphorylierung bestimmter Phospho-(Ser/Thr)Kinasen (PKA, PKB, 
PKC, CDKs, ATM/ATR und MAPKs) kann zur Bestimmung der Aktivität dieser 
Kinasen verwendet werden. Phospho-(Ser/Thr)Kinasen phosphorylieren Serin oder 
Threonin innerhalb eines spezifischen Protein-Sequenzmotives ihrer jeweiligen Sub-
strate. Durch einen Antikörper, der phosphoryliertes Serin oder Threonin innerhalb 
eines solchen spezifischen Sequenzmotives erkennt, kann somit die Kinase-Aktivität 
der jeweiligen Kinase ermittelt werden. 
PKA, PKB, PKC, CDKs, ATM/ATR und MAPKs sind bedeutende Faktoren bei der 
Regulation des Zellzyklus, der dynamischen Abläufe am Zytoskelett und der Matu-
ration von Eizellen (Mayer et al. 2014; Kalous et al. 2006; Tomek u. Smiljakovic 2005). 
Diese Kinasen phosphorylieren ihre Substrate im GV-Stadium kaum, im M II-
Stadium dagegen findet die Phosphorylierung dieser Substrate in hohem Maße statt 
und es lassen sich charakteristische Phosphorylierungsmuster beobachten. Dadurch 
wird deutlich, dass sich die Aktivität der Kinasen im Verlauf der meiotischen Oozy-
tenreifung verändert (Mayer et al. 2014; Siemer et al. 2009). Die Substratphosphory-
lierung reflektiert aber nicht notwendigerweise das exakte Timing der Kinaseaktivi-
täten, weil die Phosphorylierung auch nach Abnahme der Kinaseaktivität noch für 
mehrere Stunden stabil sein kann (Siemer et al. 2009).  
Von besonderer Bedeutung für die Maturation ist MPF (Anger et al. 2004; Kubelka et 
al. 2000). Dieser Faktor setzt sich zusammen aus der cell division control 2 Kinase 
(cdc2 Kinase), die auch cyclin-dependent kinase 1 (cdk 1) oder Histon H1 Kinase ge-
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nannt wird, und Cyclin B (Dorée u. Hunt 2002; Robert et al. 2002; Torner et al. 2001; 
Jessus u. Beach 1992; Motlik u. Kubelka 1990). Dabei ist die cdc2 Kinase der katalyti-
sche Teil von MPF, der nur dann aktiv ist, wenn er mit der regulatorischen Unterein-
heit Cyclin B assoziiert ist (Tomek et al. 2002a; Norbury et al. 1991; Solomon et al. 
1990). Die Aktivierung von MPF findet auf zwei Ebenen statt. Die erste ist dabei die 
Assoziation der cdc2 Kinase mit Cyclin B, die zweite Ebene umfasst Dephosphorylie-
rungsvorgänge an der cdc2 Kinase selbst (Kubelka et al. 2000; Jessus u. Beach 1992; 
Norbury et al. 1991; Solomon et al. 1990). Diese MPF-Aktivierung, die bei Eizellen 
großer Säugetiere Proteinsynthese erfordert, ist essentiell für das Verlassen des GV-
Stadiums (Mayer et al. 2014; Anger et al. 2004; Kubelka et al. 2000; Levesque u. Sirard 
1996). So werden beim Rind die Aktivierung des MPF und die Wiederaufnahme der 
Meiose durch die Translation von Cyclin B-mRNA und durch die folgende Akkumu-
lation von Cyclin B initiiert (Robert et al. 2002; Levesque u. Sirard 1996).  
MAPK ist Teil einer Signalkaskade, die erwiesenermaßen an der Regulation der 
Translation während der Maturation von Eizellen beteiligt ist (Ellederova et al. 2008; 
Susor et al. 2008; Tomek u. Smiljakovic 2005; Fan u. Sun 2004; Tomek et al. 2002a). Es 
wird dabei von der mitogene activated Erk activating Kinase (MEK; wird auch 
MAPK Kinase genannt) phosphoryliert und damit aktiviert (Tomek et al. 2002a; See-
ger u. Krebs 1995; Matsuda et al. 1993). MEK wird durch die Aktivität der Raf1 Kina-
se, die wiederum durch Ras Typ G Proteine positiv reguliert wird, aktiviert. Raf1 ist 
jedoch nicht der einzige MEK-Aktivator, andere Proteinkinasen wie c-mos und die 
MEK Kinase (MEKK) können MEK ebenfalls aktivieren (Tomek et al. 2002a; Camp-
bell et al. 1995; Davis 1995; Seeger u. Krebs 1995; Kosako et al. 1994). Zu den MAPKs 
gehören sowohl die extracellular-signal regulated kinases (Erks) als auch die p38 
MAPKs (Waskiewicz et al. 1997; Seeger u. Krebs 1995). Die Erk-Kaskade wird durch 
Wachstumsfaktoren, die p38 MAPK-Kaskade dagegen durch Stress aktiviert (Was-
kiewicz et al 1997). Die MAPKs haben viele Substrate, darunter die p90 ribosomal S6 
Kinase (p90 RSK) und Mnk1und 2 (Hay 2010; Tomek et al. 2002a; Kalab et al. 1996; 
Davis 1995; Blenis 1993). Mnk1 und 2 phosphorylieren eIF4E in vivo (Hay 2010; 
Tomek et al. 2002a; Scheper et al. 2001; Waskiewicz et al. 1999), während p90 RSK an 
der Regulierung der eIF4B-Phosphorylierung beteiligt ist (Raught u. Gingras 2007). 
Obwohl es kontrovers ist, ob p90 RSK für die Phosphorylierung von rpS6 von Bedeu-
tung ist, unterstützen Ergebnisse von Studien an reifenden Xenopus-Eizellen eine 
solche Funktion (Pende et al 2004; Schwab et al. 1999).  
Während der meiotischen Maturation von Säugetiereizellen nimmt die MAPK-
Kaskade mehrere Funktionen wahr (Fan u. Sun 2004). Die MAPK-Aktivierung ist 
zwar für eine spontane Wiederaufnahme der Meiose nicht nötig (Fan u. Sun 2004; Ye 
et al. 2003; Dedieu et al. 1996), für die Gonadotropin-induzierte Wiederaufnahme der 
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Meiose ist allerdings eine Aktivierung von MAPK in den Kumuluszellen erforderlich 
(Fan u. Sun 2004). Nach Einsetzen des GVBD ist MAPK an der Bildung der meioti-
schen Spindel beteiligt und stellt die Asymmetrie der ersten meiotischen Teilung si-
cher. Außerdem ist die Aktivierung von MAPK essentiell für die Aufrechterhaltung 
der M II-Arretierung (Fan u. Sun 2004; Tian et al. 2002; Dedieu et al. 1996). 
 Während der Maturation von Rindereizellen beginnt die Aktivierung der cdc2 Kina-
se und von MAPK zur Zeit des GVBD (Tomek et al. 2002a; Torner et al. 2001), wobei 
die cdc2 Kinase gleichzeitig mit oder kurz vor MAPK aktiviert wird (Tomek et al. 
2002a; Kubelka et al. 2000; Fissore et al. 1996; Abb.4). Sowohl MAPK als auch die 
cdc2 Kinase erreichen in der M I-Phase maximale Aktivität, allerdings nimmt die Ak-
tivität der cdc2 Kinase im Zeitraum zwischen M I- und M II-Phase vorübergehend ab 
und erreicht schließlich in der M II-Phase ein zweites Maximum. Im Gegensatz dazu 
bleibt die MAPK-Aktivität von der M I- bis zur M II-Phase konstant hoch (Torner et 
al. 2001; Kubelka et al. 2000; Fissore et al. 1996; Abb.4). Es werden aber, zumindest zu 
Beginn der Maturation von Eizellen, weder die MAPK-Aktivität noch die cdc2 Kina-
se-Aktivität für die Kondensation der Chromosomen benötigt (Kubelka et al. 2000).  
Eine weitere Kinase, die an der Regulierung der Cap-abhängigen Translation betei-
ligt ist und die eine Rolle bei der Reifung von Eizellen spielt, ist Akt, die auch PKB 
genannt wird (Tomek u. Smiljakovic 2005; Hoshino et al. 2004). Die Aktivierung von 
Akt hängt von der Phosphorylierung an Thr308 und Ser473 ab. Akt wird von 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1) an Thr308 phosphoryliert 
(Yang u. Guan 2007; Tomek u. Smiljakovic 2005; Troussard et al. 2003; Scheid et al. 
2002). PDK1 wird wiederum, initiiert durch Wachstumsfaktoren, Zytokine und 
Hormone, durch phosphoinositide 3-kinase (PI3K) aktiviert, wobei dieser Vorgang 
von phosphatase and tensin homolog (PTEN) negativ reguliert wird (Hou et al. 2012; 
Chappell et al. 2011; Abb.7). Für die Phosphorylierung von Akt an Ser473 ist der 
mTorc2-Komplex verantwortlich (Yang u. Guan 2007; Zeng et al. 2007; Sarbassov et 
al. 2005; Tomek u. Smiljakovic 2005). Akt aktiviert den mTorc1-Komplex (Mayer et 
al. 2014; Wollenhaupt et al. 2013; Yang u. Guan 2007) und reguliert auf diesem Weg 
die Phosphorylierung von BP1 (Siemer et al. 2009; Tomek u. Smiljakovic 2005; 
Gingras et al. 2001a; Gingras et al. 1999b), die Phosphorylierung von  eIF4G und über 
die Phosphorylierung der ribosomal protein S6 Kinase (S6K) die Phosphorylierung 
von eIF4B (Raught u. Gingras 2007; Sonenberg u. Hinnebusch 2007; Abb.7). In soma-
tischen Zellen hat Akt Anteil an Netzwerken, die von Bedeutung für Wachstum, 
Überleben und Proliferation von Zellen sind. Über die Funktion von Akt während 
der Maturation von Eizellen ist weniger bekannt (Tomek u. Smiljakovic 2005). Resul-
tate aus Versuchen an Seestern-Eizellen legen nahe, dass Akt den meiotischen G2/M-
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Phase Übergang stimuliert, was allerdings nicht notwendigerweise die Situation bei 
Säugetiereizellen reflektiert (Tomek u. Smiljakovic 2005; Okumura et al. 2002).  
Während der Maturation von Rindereizellen bleibt die Gesamtexpression von Akt 
konstant. Die Phosphorylierung von Akt an Thr308 und Ser473, die strikt mit der 
Aktivität der Kinase korreliert, ist im GV- und im M II-Stadium niedrig. Mit Eintritt 
des GVBD beginnt der Anstieg der Akt-Phosphorylierung und die maximale Aktivi-
tät wird schließlich in der M I-Phase erreicht (Tomek u. Smiljakovic 2005; Abb.4). Akt 
ist damit genau zu dem Zeitpunkt (nämlich im GVBD- und M I-Stadium) aktiv, zu 
dem die Proteinsynthese während der In-vitro-Maturation von Rindereizellen ihr 
Maximum erreicht (Tomek u. Smiljakovic 2005; Tomek et al. 2002a; Tomek et al. 
2002b), was nahelegt, dass Akt an der Steuerung dieser Proteinsynthese beteiligt ist 
(Tomek u. Smiljakovic 2005). Abgesehen davon gibt es eine Subpopulation von Rin-
dereizellen, die, verglichen mit anderen Eizellen, eine höhere Entwicklungskompe-
tenz haben und im GV-Stadium eine erhöhte Akt-Aktivität besitzen (Mayer et al. 
2014; Torner et al. 2008). Dies ermöglicht es ihnen vermutlich, eine durch den Inhi-
bitor SH6 verursachte Arretierung im M I-Stadium zu überwinden (Mayer et al. 2014; 
Tomek u. Smiljakovic 2005). 
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Abb.4: Aktivität verschiedener Proteinkinasen während der Maturation von Rin-
dereizellen (nach Tomek u. Smiljakovic 2005; Tomek et al. 2002a; Torner et al. 
2001; Kubelka et al. 2000): Die Akt-Aktivität ist im Germinalvesikel (GV)- und im 
Metaphase II (M II)-Stadium niedrig, mit Eintritt des germinal vesicle breakdown 
(GVBD) beginnt der Anstieg der Akt-Aktivität, wobei das Maximum im Metaphase I 
(M I)-Stadium erreicht wird. 
Die Aktivierung der cell division control 2 Kinase (Cdc2-Kinase) und der mitogene 
activated protein Kinase (MAPK) beginnt ebenfalls zur Zeit des GVBD (die Cdc2-
Kinase wird kurz vor MAPK aktiviert) und beide Kinasen erreichen im M I-Stadium  
maximale Aktivität. Während die MAPK-Aktivität bis zur M II-Phase konstant hoch 
bleibt, sinkt die Cdc2-Kinase-Aktivität im Zeitraum zwischen M I- und M II-Phase 
vorübergehend ab, um in der M II-Phase schließlich ein zweites Maximum zu errei-
chen. Ana I: Anaphase I; MPF: M-phase promoting factor; Telo I: Telophase I. 
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2.1.2.1.15 Translation verschiedener mRNA-Subklassen 
 
Bei der translatorischen Regulierung muss zwischen Translationskontrolle, die die 
meisten zellulären mRNAs und damit die Gesamt-Proteinsynthese beeinflusst und 
die meist durch Veränderungen der Aktivität basaler Translationsfaktoren mediiert 
wird, und der Translationskontrolle, die nur spezifische mRNAs betrifft, unterschie-
den werden. Diese spezifische Translationskontrolle wird durch bestimmte Sequen-
zen, die innerhalb dieser mRNAs lokalisiert sind, ermöglicht. Dies erfolgt zum Teil 
durch Mechanismen, an denen Sequenz-spezifische mRNA-bindende Proteine oder 
microRNAs beteiligt sind (Jackson et al. 2010; Brook et al. 2009; Morley 1997).  
Es gibt eIF4E-sensitive mRNAs, die lange, hoch strukturierte 5’-UTRs besitzen und 
für Proteine, die die Zellproliferation fördern, kodieren (beispielsweise für Cycline 
oder c-Myc). Daneben gibt es nicht eIF4E-sensitive mRNAs, deren 5’-UTRs relativ 
kurz und unstrukturiert sind und die für Housekeeping-Proteine wie Glyceraldehy-
de-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) und Aktin kodieren (Jia et al. 2012; Tomek 
u. Wollenhaupt 2012; Topisirovic et al. 2011; Graff et al. 2008; De Benedetti u. Graff 
2004; Koromilas et al. 1992). Die meisten zellulären mRNAs benötigen für ihre Trans-
lation basale Mengen an eIF4E (Gkogkas et al. 2013; Koromilas et al. 1992). Da aber 
exzessive Sekundärstrukturen in der 5’-UTR von mRNAs sowohl die Rekrutierung 
der Ribosomen und das Scannen als auch das Hinzufügen zusätzlicher Initiationsfak-
toren verhindern (Thoreen 2013; Livingstone et al. 2010), sind mRNAs mit komplexe-
ren 5’-UTRs mehr auf die Funktion von eIF4A als Teil des eIF4F-Komplexes (Auf-
winden der mRNA) und damit auf die Verfügbarkeit von eIF4E angewiesen (Susor et 
al. 2015; Thoreen 2013; Topisirovic et al. 2011; Svitkin et al. 2001; Koromilas et al. 
1992). Die Translation dieser eIF4E-sensitiven mRNAs ist also bei geringer Verfüg-
barkeit von eIF4E stark eingeschränkt. Erst wenn ein übermäßiges Angebot an eIF4E 
vorliegt, können diese mRNAs vermehrt translatiert werden. Umgekehrt werden 
nicht eIF4E-sensitive mRNAs auch dann effizient translatiert, wenn die vorhandene 
Menge an eIF4E begrenzt ist (Jia et al. 2012; Wollenhaupt et al. 2012; Graff et al. 2008; 
Koromilas et al. 1992; Abb.5).  
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Abb.5: Translation verschiedener messengerRNA (mRNA)-Subklassen bei unter-
schiedlicher Verfügbarkeit von eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) 
(Jia et al. 2012, mod. nach Graff et al. 2008): Nicht-eIF4E-sensitive (starke) mRNAs 
haben eine wenig strukturierte 5’-untranslated region (UTR) und werden effizient 
translatiert, auch wenn eIF4E nur in geringer Menge verfügbar ist. Im Gegensatz 
dazu haben eIF4E-sensitive (schwache) mRNAs eine hoch strukturierte 5’-UTR und 
werden nur dann effektiv translatiert, wenn die vorliegende eIF4E-Menge nicht li-
mitiert ist. 
 
 
mTor reguliert über die 4E-BPs die Verfügbarkeit von eIF4E und hat daher auf eIF4E-
sensitive mRNAs deutlich mehr Einfluss als auf nicht eIF4E-sensitive mRNAs 
(Gkogkas et al. 2013; Wollenhaupt et al. 2012; Topisirovic et al. 2011; Lynch et al. 
2004). Eine Studie, bei der der mTor-Inhibitor Torin1 verwendet wurde, zeigt, dass 
die Translation von mRNAs, die für Housekeeping-Proteine kodieren (und damit die 
Translation des Großteils der in der Zelle vorhandenen mRNA), durch die mTor-
Signalgebung nicht beeinflusst wird (Dowling et al. 2010). Auch die Tatsache, dass es 
bei Rindereizellen, die sich in der M II-Phase befinden, zu verstärkter Ausbildung 
des eIF4F-Komplexes kommt (Mayer et al. 2014; Siemer et al. 2009), während die Ge-
samt-Proteinsynthese nur basale Werte erreicht (Tomek et al. 2002a; Tomek et al. 
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2002b), legt nahe, dass die vermehrte Ausbildung eines aktiven eIF4F-Komplexes nur 
für die Translation einer kleinen Gruppe spezifischer mRNAs benötigt wird. 
Neben mRNAs mit hoch strukturierter 5’-UTR zählt auch die Gruppe der terminal 
oligopyrimidin-mRNAs (TOP-mRNAs), die durch 5’-terminale Oligopyrimidin-
Motive (5‘TOP-Motive) charakterisiert sind, zur Subklasse der eIF4E-sensitiven 
mRNAs (Mayer et al. 2014; Thoreen 2013; Thoreen et al. 2012). TOP-mRNAs codieren 
vor allem für ribosomale Proteine, Elongations- und Initiationsfaktoren (Thoreen 
2013; Huo et al. 2012; Livingstone et al. 2010; Meyuhas 2000; Tuhackova et al. 1999). 
Auch die Translation von TOP-mRNAs wird durch mTor-Signalgebung bevorzugt 
gesteigert (Thoreen 2013; Hsieh et al. 2012; Huo et al. 2012; Thoreen et al. 2012; Pa-
tursky-Polischuk et al. 2009). Wie mTor die Translation von TOP-mRNAs reguliert 
und warum die Translation von TOP-mRNAs besonders abhängig von der vorhan-
denen Menge an frei verfügbarem eIF4E und von der Ausbildung eines aktiven 
eIF4F-Komplexes ist, ist bislang unklar (Thoreen 2013; Thoreen et al. 2012; Livingsto-
ne et al. 2010; Wang u. Proud 2006).  
 
2.1.2.2 Bedeutung verschiedener Signalmoleküle für die Translationskontrolle und 
den Verlauf der Oozytenreifung  
 
2.1.2.2.1 mTor 
 
mTor ist eine Serin/Threonin-Kinase, ein Mitglied der phosphatidylinositol-3-kinase-
like kinase (PIKK)-Familie, zu der auch ATR, ATM DNA-PK und SMG-1 gehören 
(Liu et al. 2013; Yan-Chang u. Cai-Rong 2009; Yu et al. 2008; Abraham 2004; Mur-
akami et al. 2004) und wird auch FKBP 12-rapamycin-associated protein (FRAP), ra-
pamycin and FKBP 12 target (RAFT), rapamycin target (RAPT) oder sirolimus effec-
tor protein (SEP) genannt (Wullschleger et al. 2006). Dieses Signalmolekül spielt eine 
wichtige Rolle bei der Regulierung der Translation, der Zellproliferation und des 
Zellwachstums (Mayer et al. 2014; Gkogkas et al. 2013; Liu et al. 2013; Dowling et al. 
2010; Martin u. Blenis 2002), wird sowohl durch mitogene (Wachstumsfaktoren, Insu-
lin) als auch durch nährstoffbedingte (Aminosäuren, Glukose) Signale aktiviert und 
nimmt außerdem eine Bandbreite an Stress-Signalen (Energie- und Sauerstoffgehalt 
der Zelle) wahr (Dibble u. Cantley 2015; Mayer et al. 2014; Thoreen 2013; Yu et al. 
2008; Guertin u. Sabatini 2007; Wullschleger et al. 2006). Die mTor-Signalgebung be-
einflusst nur die Translation einer kleinen Untergruppe von  mRNAs (Dowling et al. 
2010). Dies hat aber dennoch wichtige funktionelle Konsequenzen, da diese mRNAs 
unter anderem für bedeutende Regulatoren des Zellzyklus kodieren (Thoreen 2013). 
                                 Literatur 
27 
 
 mTor agiert als katalytische Untereinheit zweier unterschiedlicher großer Multiprot-
einkomplexe, die jeweils verschiedene regulatorische Proteine, nämlich Raptor oder 
Rictor enthalten (Mayer et al. 2014; Thoreen 2013; Zoncu et al. 2011; Ballou u. Lin 
2008; Sarbassov et al. 2004). Der mTorc1-Komplex setzt sich zusammen aus mTor, 
Raptor, mammalian lethal with Sec13 protein8 (mLST8; auch G protein beta subunit-
like (GβL) genannt), DEP-domain-containing mTor-interacting protein (Deptor) und 
proline-rich Akt substrate of 40 kDa (PRAS40) und ist teilweise sensitiv gegenüber 
dem mTor-Inhibitor Rapamycin. Der mTorc2-Komplex enthält dagegen mTor, Rictor, 
mLST8, Deptor, mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1 
(mSin1) und proline-rich protein 5 (PRR5)/protein observed with rictor (Protor) und 
ist Rapamycin-insensitiv (Mayer et al. 2014; Kogasaka et al. 2013; Lee et al. 2012; La-
plante u. Sabatini 2009; Ballou u. Lin 2008; Abb.6). Raptor agiert als Gerüstprotein, 
das die mTor-Kinase mit mTorc1-Substraten verbindet, indem es direkt an mTor sig-
naling (TOS)-Motive dieser Zielmoleküle bindet. Dadurch verstärkt es die mTorc1-
Signalgebung (Foster u. Fingar 2010; Gwinn et al. 2008; Wang u. Proud 2006; Nojima 
et al. 2003). Rictor fördert die mTorc2-Bildung und -Signalübertragung, wobei es 
ebenfalls als Gerüstprotein fungiert, das die Bindung von mTor an mTorc2-Substrate 
vermittelt (Kogasaka et al 2013; Foster u. Fingar 2010).  
 
 
Abb.6: Aufbau der Multiproteinkomplexe mTor complex 1 (mTorc1) und mTorc2 
(mod. nach Foster u. Fingar 2010): mTorc1 besteht aus mechanistic target of ra-
pamycin (mTor), regulatory associated protein of mTor (Raptor), mammalian lethal 
with Sec13 protein8 (mLST8), DEP-domain-containing mTor-interacting protein 
(Deptor) und proline-rich Akt substrate of 40 kDa (PRAS40) (A), während mTorc2 
mTor, rapamycin-insensitive companion of mTor (Rictor), mLST8, Deptor, mamma-
lian stress-activated protein kinase interacting protein 1 (mSin1) und proline-rich 
protein 5 (PRR5)/protein observed with rictor (Protor) enthält (B). 
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mTor wird durch Phosphorylierung aktiviert (Kogasaka et al. 2013; Soliman et al. 
2010; Lawrence et al. 2004). Gewöhnlich wird die Phosphorylierung von zwei 
Downstream-Effektoren von mTor, 4E-BP1 und S6K1, als Marker der mTor-Aktivität 
verwendet (Dann u. Thomas 2006; Goggin et al. 2004; Boylan et al. 2001; Jiang et al. 
2001).  
Raptor hat mehrere Phosphorylierungsstellen, die von Bedeutung für die Regulie-
rung der mTorc1-Aktivität sind (Kogasaka et al. 2013; Foster u. Fingar 2010). Wenn 
mTorc1 aktiviert wird, phosphoryliert mTor Raptor an mehreren Stellen (Ser863, 
Ser696, Thr706, Ser855, Ser859, Ser877), was wiederum eine Steigerung der mTorc1-
Aktivität zur Folge hat. Diese Phosphorylierungsvorgänge laufen hierarchisch ab, 
wobei die Phosphorylierung an Ser863 die Voraussetzung für die Phosphorylierung 
an anderen Stellen ist (Foster et al. 2010; Foster u. Fingar 2010; Wang et al. 2009). Die 
Aktivierung des MAPK-Signalwegs führt zu p90 RSK-mediierter Raptor-
Phosphorylierung an Ser719, Ser721 und Ser722, was ebenfalls die mTorc1-Aktivität 
erhöht (Foster u. Fingar 2010; Carrière et al. 2008). Im Gegensatz dazu bewirkt die 
durch die AMP-activated Kinase (AMPK) mediierte Raptor-Phosphorylierung an 
Ser722 und Ser792 eine Inhibierung der mTor-Signalgebung (Foster u. Fingar 2010; 
Shaw 2009; Gwinn et al. 2008). Auch Rictor wird an mehreren Stellen, deren Bedeu-
tung zum Großteil unbekannt ist, phosphoryliert (Foster u. Fingar 2010; Julien et al. 
2010;  Dibble et al. 2009). Dabei phosphoryliert S6K1, ein Substrat von mTorc1, Rictor 
an Thr1135. Obwohl dies die mTorc2-Bildung und die In-vitro-Kinase-Aktivität nicht 
beeinflusst, wird so die mTorc2- und die Akt-Signalgebung inhibiert (Julien et al. 
2010; Dibble et al. 2009). Die Phosphorylierung von Raptor und Rictor an multiplen 
Stellen legt nahe, dass die Phosphorylierung von Partner-Proteinen zur Feinabstim-
mung der mTorc1- und mTorc2-Signalgebung beiträgt (Foster u. Fingar 2010; Julien 
et al. 2010; Dibble et al. 2009).  
Verschiedene Signalwege regulieren als Antwort auf eine Vielzahl von Umweltsigna-
len die mTorc1-Aktivität, wobei die Phosphorylierung von tuberous sclerosis com-
plex (TSC) als ein Integrationspunkt für mehrere dieser Signalwege dient (Ballou u. 
Lin 2008; Gwinn et al. 2008; Wullschleger et al. 2006; Abb.7). Der am besten charakte-
risierte positive Effektor ist dabei der PI3K/Akt-Signalweg, der durch Wachstumsfak-
toren und Insulin aktiviert wird (Sanges et al. 2013; Ballou u. Lin 2008; Yu et al. 2008; 
Dann u. Thomas 2006; Wang u. Proud 2006). Akt wirkt allerdings nicht nur über 
TSC, sondern auch über PRAS40 auf mTorc1 ein. Wenn PRAS40 durch Akt phospho-
ryliert wird, verliert es seine inhibitorische Wirkung auf die mTorc1-Aktivität 
(Gwinn et al. 2008; Sancak et al. 2007). Darüber hinaus wird mTorc1 auch durch ei-
nen energieabhängigen Signalweg über TSC beeinflusst (Shaw 2009; Ballou u. Lin 
2008; Wang u. Proud 2006; Inoki et al. 2006). Die Inhibierung von mTorc1 als Ant-
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wort auf niedrige intrazelluläre Energielevel wird durch AMPK und ihren Aktivator, 
die Proteinkinase LKB1 mediiert (Ballou u. Lin 2008; Alessi et al. 2006; Shaw et al. 
2004). AMPK unterdrückt die mTorc1-Aktivität aber nicht nur durch die Phosphory-
lierung von TSC, sondern auch durch die Phosphorylierung von Raptor, das ein di-
rektes Substrat von AMPK ist (Gwinn et al. 2008). Im Gegensatz dazu wird mTorc1 
durch den MAPK-Signalweg über TSC aktiviert (Stead u. Proud 2013; Wang u. Proud 
2006; Ma et al. 2005; Roux et al. 2004). Außerdem sind Aminosäuren, besonders Leu-
cin und Arginin essentiell für die mTorc1-Aktivierung.  Allerdings ist der exakte Me-
chanismus, wie die Aminosäuren mTorc1 regulieren, bislang noch weitgehend un-
klar (Jewell et al. 2013; Jewell u. Guan 2013; Kim et al. 2013; Kim et al. 2011; Dann u. 
Thomas 2006). Es wird berichtet, dass Insulin und Aminosäuren auch den mTorc2-
Signalweg aktivieren (Brina et al. 2015; Kim et al. 2013), dennoch ist über die Regulie-
rung des mTorc2-Komplexes wenig bekannt (Sanges et al. 2013). 
mTorc1 phosphoryliert die 4E-BPs und S6K (Abb.7) und ist daher für die Ausbildung 
aktiver eIF4F-Komplexe und für die Regulierung der Cap-abhängigen Translation 
von herausragender Bedeutung  (Susor et al. 2015; Mayer et al. 2014; Liu et al. 2013; 
Hou et al. 2012; Thoreen et al. 2012; Zoncu et al. 2011). S6K wird durch die mTorc1-
mediierte Phosphorylierung aktiviert und phosphoryliert wiederum  rpS6 (Sanges et 
al. 2013; Dowling et al. 2010; Wang u. Proud 2006; Wang et al. 2003; Avruch et al. 
2001; Abb.7). Bei Säugetieren gibt es S6K1 und S6K2. Die physiologische Hauptkina-
se für rpS6 ist vermutlich eher S6K2, obwohl auch S6K1 an der rpS6-
Phosphorylierung beteiligt ist (Roux u. Topisirovic 2012; Wang u. Proud 2006; Pende 
et al. 2004). Die Phosphorylierung von rpS6 trägt zur Ausbildung von Translations-
Initiations-Komplexen und Polysomen bei und wird folglich gewöhnlich als ein 
Marker für aktive Translation verwendet (Susor et al. 2015; Mayer et al. 2014; 
Fumagalli u. Thomas 2000; Peterson u. Schreiber 1998; Brown u. Schreiber 1996; 
Duncan u. McConkey 1982). Darüber hinaus phosphoryliert S6K auch eIF4B, das die 
Helikase-Aktivität von eIF4A verstärkt (Abb.7), und stimuliert so die eIF4B-Funktion 
(Thoreen 2013; Shahbazian et al. 2006; Wang u. Proud 2006; Holz et al. 2005; Raught 
et al. 2004). Da eIF4B auch ein Zielmolekül von p90 RSK, einem Effektor des MAPK-
Signalweges, ist, stellt es einen Konvergenzpunkt zweier bedeutender Signalwege 
dar (Thoreen 2013; Shahbazian et al. 2006). Ein weiteres Target von S6K ist das pro-
grammed cell death protein 4 (PDCD4). Dieses Protein wirkt inhibitorisch auf eIF4A 
und wird nach Phosphorylierung durch S6K abgebaut (Thoreen 2013; Dennis et al. 
2012; Sonenberg u. Hinnebusch 2007; Dorrello et al. 2006; Abb.7). Somit kann mTorc1 
auf verschiedenen Wegen die Aktivität von eIF4A zusätzlich steigern (Thoreen 2013). 
Zudem ist neben der Ausbildung des eIF4F-Komplexes auch diese durch mTorc1-
mediierte Phosphorylierung von eIF4B und PDCD4 essentiell, um den Erhalt der Ge-
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samt-Proteinsyntheseraten zu gewährleisten (Dennis et al. 2012). mTor c1 phospho-
ryliert außerdem auch eIF4G (Thoreen 2013; Sonenberg u. Hinnebusch 2009; Harris 
et al. 2006; Hay u. Sonenberg 2004).  
mTorc2 phosphoryliert und aktiviert Akt, das dann wiederum mTorc1 aktiviert, und 
PKC (Mayer et al. 2014; Treins et al. 2010; Alessi et al. 2009; Ikenoue et al. 2008; Sar-
bassov et al. 2006; Abb.7).  
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Abb.7: Überblick über intrazelluläre Signalkaskaden, die die Translation steuern (nach 
Jewell u. Guan 2013; Roux u. Topisirovic 2012; Foster u. Fingar 2010; Yang u. Guan 2007; 
Wullschleger et al. 2006; Seeger u. Krebs 1995): Die Translation wird auf komplexe Art und 
Weise durch verschiedene Signalkaskaden wie den PI3K/Akt/mTor- oder den MAPK-
Signalweg über Translationsfaktoren wie eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E) 
und Signalmoleküle wie eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (BP1) 
reguliert.   
AMP: Adenosinmonophosphat; AMPK: AMP-activated kinase; IRS-1: insulin receptor sub-
strate-1; LKB1: liver kinase B1; MAPK: mitogene activated protein kinase; MEK: mitogene 
activated Erk activating kinase; MEKK: MEK Kinase; Mnk: MAPK integrating kinase; mTor: 
mechanistic target of rapamycin; mTorc1/2: mTor complex 1/2; p90 RSK: p90 ribosomal S6 
kinase; PDCD4: programmed cell death protein 4; PDK1: 3-phosphoinositide-dependent 
protein kinase 1; PI3K: phosphoinositide 3-kinase; PKC: Proteinkinase C; Raf: rapidly accel-
erated fibrosarcoma 1; Ras: rat sarcoma; Rheb: Ras homolog enriched in brain; rpS6: ribo-
somal protein S6; S6K: ribosomal protein S6 kinase; TSC: tuberous sclerosis complex. 
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Neben der Proteinsynthese, dem Zellwachstum und der Zellproliferation kontrolliert 
mTorc1 auch Prozesse wie die Autophagie, die Ribosomenbiogenese, die Transkrip-
tion und den Zellmetabolismus (Kogasaka et al. 2013; Liu et al. 2013; Zoncu et al. 
2011; Wullschleger et al. 2006; Harris u. Lawrence 2003). Die Hauptfunktionen von 
mTorc2 sind dagegen die Regulierung des Zellüberlebens und die Organisierung des 
Aktin-Zytoskeletts (Liu et al. 2013; Zoncu et al. 2011; Ballou u. Lin 2008; Yang u. Gu-
an 2007; Jacinto et al. 2004). So aktiviert mTorc2 zusammen mit mTorc1 kleine GTPa-
sen wie RhoA, Rac1 und Cdc42, die eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Aktin-
Zytoskeletts spielen (Lee et al. 2012; Liu et al. 2010; Heasman u. Ridley 2008).  
Während der Oozytenreifung ist mTor an der Spindelbildung und -migration und an 
der asymmetrischen Zellteilung mit Ausschleusung des ersten Polkörpers beteiligt  
(Kogasaka et al. 2013; Lee et al. 2012; Yan-Chang u. Cai-Rong 2009). Dabei reguliert 
mTorc1 vermutlich die Bildung und die Funktion der meiotischen Spindel, während 
mTorc2 wahrscheinlich die Migration der meiotischen Spindel kontrolliert und einen 
Beitrag zur Aktin-abhängigen asymmetrischen Teilung leistet (Kogasaka et al. 2013). 
Die Ergebnisse einer Studie an Mauseizellen legen nahe, dass der mTor-Signalweg 
während der Eizellreifung die globale Proteinsynthese kaum beeinflusst, sondern die 
Translation einer Untergruppe von mRNAs reguliert, die für spezifische Proteine 
kodieren, die für eine normale Spindelfunktion und für die ordnungsgemäße Auftei-
lung der Chromosomen benötigt werden (Susor et al. 2015). Während der Maturation 
von Rindereizellen verändert sich die vorhandene Menge an mTor und Raptor nicht, 
während Rictor im GV-Stadium in geringen Mengen und im M II-Stadium in großen 
Mengen vorliegt. Die Phosphorylierung von mTor (Ser2448) und Rictor (Thr1135) ist 
im GV-Stadium niedrig und steigt zum M II-Stadium hin an, bei Raptor (Ser792) ist 
es umgekehrt (Mayer et al. 2014). Wenn man davon ausgeht, dass die Phosphorylie-
rung von Raptor und Rictor den jeweiligen Komplex inhibiert (Treins et al. 2010; 
Dibble et al. 2009; Shaw 2009; Gwinn et al. 2008), lässt sich folgern, dass mTorc1 im 
GV-Stadium inaktiv und im M II-Stadium aktiv ist, während mTorc2 im GV-Stadium 
aktiv und im M II-Stadium inaktiv ist (Mayer et al. 2014).  
Eine Sudie an Mauseizellen ergab, dass mTor, Raptor und Rictor jeweils bestimmte 
Verteilungsmuster innerhalb der Eizelle zeigen. Dabei teilen mTor, phosphoryliertes 
mTor (an Ser2448 und Ser2481) und Raptor eine ähnliche mit dem Spindelapparat 
und den Chromosomen assoziierte Lokalisation, während Rictor im M I-Stadium um 
die Pole der meiotischen Spindel und im M II-Stadium ausschließlich im Zytoplasma 
lokalisiert ist (Kogasaka et al. 2013). Auch andere Studien an Mauseizellen bestätigen 
eine bevorzugte Assoziierung von mTor mit den Chromosomen und der meiotischen 
Spindel (Susor et al. 2015; Lee et al. 2012; Yan-Chang u. Cai-Rong 2009).  
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2.1.2.2.2 4E-BP1 
 
Die 4E-BP-Familie umfasst BP1, BP2 und BP3. Diese Proteine sind untereinander 
homolog, wobei die zentrale Region der Moleküle, die das eIF4E-Bindungsmotiv 
enthält, die höchste Homologie aufweist (Wollenhaupt et al. 2012; Gingras et al. 
2001b; Poulin et al. 1998). Das am besten charakterisierte Mitglied der 4E-BP-Familie 
ist BP1 (Shang et al. 2012), das auch phosphorylated heat- and acid-stable protein 
regulated by insulin I (PHAS I) genannt wird (Duncan u. Song 1999). Der Wir-
kungsmechanismus dieses eIF4E-bindenden Proteins wird weiter oben im Text er-
läutert (siehe 2.1.2.1.12).  
BP1 wird auf komplexe hierarchische Weise an mehreren Stellen phosphoryliert 
(Mayer et al. 2014; Beugnet et al. 2003; Wang et al. 2003; Gingras et al. 2001a; Mothe-
Satney et al. 2000a; Gingras et al. 1999b). Dabei sind bislang sieben Serin/Threonin 
Phosphorylierungsstellen bekannt, nämlich Thr 37, Thr46, Ser65, Thr70, Ser83, Ser101 
und Ser112 (Romasko et al. 2013; Abb.8). Die Phosphorylierung an Thr37/46 ist die 
Voraussetzung für die Phosphorylierung an den anderen Stellen (Mayer et al. 2014; 
Livingstone u. Bidinosti 2012; Gingras et al. 2001a; Gingras et al. 1999b). Aller Wahr-
scheinlichkeit nach ist Thr 46 die initiale Phosphorylierungsstelle (Livingstone u. Bi-
dinosti 2012; Herbert et al. 2002). Danach erfolgt Phosphorylierung an Thr37, an-
schließend an Thr70, dann vermutlich an Ser101 und schließlich an Ser65, wobei je-
der dieser Phosphorylierungsvorgänge notwendig ist für die jeweils anschließend 
stattfindenden Phosphorylierungen (Livingstone u. Bidinosti 2012; Wang et al. 2003; 
Gingras et al. 2001a).  
 
Abb.8: Schematische Darstellung von eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1 (4E-BP1) (Wang u. Proud 2006): Dargestellt sind alle bekannten 
Phosphorylierungstellen (P), das eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E)-
Bindungsmotiv und die regulatorischen Motive RAIP und mTor signaling (TOS).   
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Sowohl die BP1-Phosphorylierung an Thr37/46 als auch an Thr70 und Ser65 wird 
durch mTor reguliert (Mayer et al. 2014; Gingras et al. 2001a; Mothe-Satney et al. 
2000a; Gingras et al. 1999b; Burnett et al. 1998).  
Zwei Sequenzmotive, die in BP1 vorkommen, nämlich zum einen das in der Nähe 
des N-Terminus gelegene RAIP-Motiv und zum anderen die QFEMDI-Sequenz, die 
auch TOS-Motiv genannt wird und am extremen C-Terminus lokalisiert ist, sind un-
abdingbar für die Phosphorylierung von BP1. RAIP ist absolut notwendig für die 
Phosphorylierung an Thr37/46 und somit aufgrund des hierarchischen Ablaufs der 
BP1-Phosphorylierung auch für die Phosphorylierung an Ser65/Thr70, während TOS 
die Phosphorylierung an Ser65/Thr70 reguliert (Mayer et al. 2014; Wollenhaupt et al. 
2012; Beugnet et al. 2003; Choi et al. 2003). Beide Motive binden mTor, allerdings in-
teragiert Raptor als Teil des mTorc1-Komplexes zwar mit TOS, aber nicht mit RAIP 
(Mayer et al. 2014; Beugnet et al. 2003; Choi et al. 2003; Schalm et al. 2003). Durch sei-
ne Wirkung als Gerüstprotein, das TOS und damit BP1 mit mTor verbindet (Foster u. 
Fingar 2010), unterstützt Raptor folglich die über TOS mediierte Phosphorylierung 
an Ser65/Thr70. Im Gegensatz dazu scheint die durch das RAIP-Motiv vermittelte 
Phosphorylierung an Thr37/46 unabhängig von einer Interaktion mit Raptor gesteu-
ert zu werden (Beugnet et al. 2003). 
Darüber hinaus ist allerdings auch von einer Beteiligung anderer Kinasen an der 
BP1-Phosphorylierung auszugehen (Yoon u. Roux 2013; Goggin et al. 2004). In vitro 
können verschiedene Kinasen BP1 phosphorylieren, darunter MAPK (Erk, p38), PKC 
und ATM (Gingras et al. 1999b; Fadden et al. 1997). MAPK phosphoryliert BP1 in 
vitro an Thr37/46, Thr70 und bevorzugt an Ser65 (Fadden et al. 1997). ATM spielt 
sowohl in vitro als auch in vivo eine Rolle bei der Phosphorylierung von BP1 an 
Ser112 (Yang u. Kastan 2000). Außerdem phosphoryliert die cdc2 Kinase bei somati-
schen Zellen BP1 an Thr70 (Heesom et al. 2001). Vor kurzem wurde gezeigt, dass BP1 
bei somatischen Zellen zudem durch die glycogen synthase Kinase 3β (GSK3β) an 
Thr37/46 phosphoryliert wird (Shin et al. 2014; Yoon u. Roux 2013). 
Um eine De novo-Bindung von BP1 an eIF4E zu verhindern, ist eine Phosphorylie-
rung von BP1 an Thr37/46, genauer gesagt an Thr46, alleine ausreichend (Livingstone 
u. Bidinosti 2012; Mothe-Satney et al. 2000b; Yang et al. 1999; Burnett et al. 1998). Da-
gegen ist für eine Loslösung von bereits an eIF4E gebundenem BP1 vermutlich die 
Gesamtheit der hierarchischen Phosphorylierungsvorgänge, die schließlich zur 
Phosphorylierung von BP1 an Ser65 führen, notwendig (Livingstone u. Bidinosti 
2012; Hay u. Sonenberg 2004; Gingras et al. 2001a). Dies würde auch die Beobach-
tung erklären, dass die Phosphorylierung von BP1 an Thr37/46 alleine keinen Ein-
fluss auf die Dissoziation einer bereits bestehenden eIF4E-BP1-Bindung hat und dass 
an Thr37/46 phosphoryliertes BP1 im Komplex mit eIF4E an der Cap-Struktur gefun-
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den werden kann (Livingstone u. Bidinosti 2012; Gingras et al. 1999b; Heesom u. 
Denton 1999).  
Bei Rindereizellen hängt die Unterdrückung der eIF4E-Funktion im Gegensatz zu 
diversen somatischen Zellen ausschließlich von BP1 ab, da BP2 und BP3 nicht in aus-
schlaggebendem Maße exprimiert werden (Mayer et al. 2014). BP1 dagegen ist wäh-
rend der Maturation vom GV-Stadium bis zum M II-Stadium vorhanden (Smiljako-
vic et al. 2003; Tomek et al. 2002a). Dieses Signalmolekül wird während der Reifung 
von Rindereizellen nach und nach phosphoryliert. Im GV-Stadium ist BP1 hypo-
phosphoryliert, im M I-Stadium mittelgradig phosphoryliert und im M II-Stadium 
vollständig phosphoryliert. Folglich ist im GV-Stadium eine vermehrte Bindung von 
BP1 an eIF4E zu beobachten, die die Ausbildung aktiver eIF4F-Komplexe verhindert, 
während im M II-Stadium die hyperphosphorylierten BP1-Formen nicht an eIF4E 
binden, was eine gesteigerte eIF4F-Bildung zur Folge hat (Mayer et al. 2014; Siemer et 
al. 2009). Sowohl bei Rindereizellen als auch bei Schweineeizellen können nur mit 
dem anti-Thr37/46 Antikörper robuste Signale erzeugt werden, die für Thr70 oder 
Ser65 spezifischen Antikörper ergeben nur schwache Banden, obwohl sie spezifisch 
sind (Mayer et al. 2014; Ellederova et al. 2006).  
Bei Mauseizellen im M I-Stadium ist BP1 gleichmäßig im Zytoplasma verteilt, bei 
Eizellen im M II-Stadium zeigt es zudem eine Anreicherung an der meiotischen 
Spindel. Phosphoryliertes BP1 (an Thr 37/46, an Ser65 oder an Thr 70) ist bei Mausei-
zellen sowohl im M I- als auch im M II-Stadium bevorzugt um die Spindel-
Chromosomen-Komplexe, die außerdem mit bestimmten mRNAs und Ribosomen 
assoziiert sind, lokalisiert (Susor et al. 2015; Romasko et al. 2013). 
 
2.1.2.2.3 eIF4E 
 
eIF4E ist für die Regulierung der Translationsinitiation einer der wichtigsten Fakto-
ren (Susor et al. 2015; Ellederova et al. 2008; Sonenberg u. Gingras 1998), da es in der 
Zelle in limitierender Menge vorliegt und so ein attraktives Ziel der Translationskon-
trolle darstellt (Wollenhaupt et al. 2012; Ellederova et al. 2008). Dieses Signalmolekül 
ist ein allgemeiner Translations-Initiations-Faktor, der für die effiziente Cap-
abhängige Translation aller zellulärer mRNAs notwendig ist (Topisirovic et al. 2011; 
Rhoads 2009; Sonenberg u. Hinnebusch 2009). Es bindet an die Cap-Struktur der 
mRNA und rekrutiert so andere Initiations-Faktoren und die kleine ribosomale Un-
tereinheit an deren 5’-Ende (Rhoads 2009; Proud 2002; Scheper u. Proud 2002).  
Die Aktivität von eIF4E kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden. Dies 
geschieht zum einen durch die eIF4E-Phosphorylierung an Ser209, hauptsächlich 
jedoch durch die Interaktion von eIF4E mit 4E-BPs (Wollenhaupt et al. 2011; Wollen-
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haupt et al. 2010; Ellederova et al. 2006). eIF4E wird von Mnk1 und Mnk2 an Ser209 
phosphoryliert (Ellederova et al. 2006; Scheper et al. 2001; Pyronnet 2000; Waskie-
wicz et al. 1999). Die Mnks binden an eIF4G und werden so an eIF4E rekrutiert (To-
pisirovic et al. 2011; Pyronnet et al. 1999). Mnk1 und 2 können durch verschiedene 
MAPK-Signalwege (sowohl durch Erk1/2 als auch durch p38 MAPK) phosphoryliert 
und damit aktiviert werden (Ellederova et al. 2006; Ueda et al. 2004; Scheper et al. 
2001; Scheper u. Proud 2002; Wang et al. 1998; Waskiewicz et al. 1997). Dabei zeigt 
Mnk1 eine niedrige basale Aktivität, die durch Faktoren, die entweder die Erk-
Signalwege (Insulin, Wachstumsfaktoren) oder die p38 MAPK-Signalwege (Zytoki-
ne, Stress) aktivieren, stark erhöht werden kann (Ellederova et al. 2008; Scheper et al. 
2001; Wang et al. 1998; Waskiewicz et al. 1997). Im Gegensatz dazu hat Mnk2 eine 
hohe basale Aktivität, die durch Erk/p38 MAPK-Signalgebung kaum verstärkt wird. 
Dies reflektiert vermutlich die Tatsache, dass phosphorylierte, aktive MAPK an 
Mnk2 aber nicht an Mnk1 stabil binden kann, was die kontinuierliche Aktivierung 
von Mnk2 verursacht (Stead u. Proud 2013; Ellederova et al. 2008; Parra et al. 2005; 
Ueda et al. 2004; Scheper et al. 2001). Somit ist Mnk1 verantwortlich für die induzier-
bare eIF4E-Phosphorylierung, während die basale Phosphorylierung von eIF4E 
weitgehend von Mnk2 abhängt (Ueda et al. 2004). Folglich wird die eIF4E-
Phosphorylierung in Zellen, die hauptsächlich Mnk1 enthalten, durch die MAPK-
Aktivität und durch die Ausbildung des eIF4F-Komplexes reguliert, wohingegen in 
Zellen, die vor allem Mnk2 enthalten, die Phosphorylierung von eIF4E primär durch 
die eIF4F-Komplexbildung gesteuert wird (Scheper u. Proud 2002).  
Die Resultate mehrerer Studien an somatischen Zellen legen nahe, dass eine erhöhte 
eIF4E-Phosphorylierung direkt mit gesteigerten Translationsraten korreliert (Walsh 
u. Mohr 2004; Fraser et al. 1999; Pain 1996; Morley u. Pain 1995; Kaspar et al. 1990). Es 
gibt allerdings auch gegensätzliche Berichte, wonach vermehrte eIF4E-
Phosphorylierung die Translationsraten nicht beeinflusst (Ueda et al. 2004; Saghir et 
al. 2001; Herbert et al. 2000) oder sogar eine Verringerung der Proteinsyntheseraten 
zur Folge hat (Knauf et al. 2001). Zudem kommen einige Studien zu dem Ergebnis, 
dass die Phosphorylierung von eIF4E für das Stattfinden von Proteinsynthese nicht 
benötigt wird (Morley u. Naegele 2002; Scheper u. Proud 2002; McKendrick et al. 
2001). Allem Anschein nach hat die eIF4E-Phosphorylierung keinen Einfluss auf die 
Bindung von eIF4E an BP1 oder eIF4G (Morley u. Naegele 2002; Scheper et al. 2002; 
Scheper u. Proud 2002; Herbert et al. 2000) und ist für die eIF4F-Komplexbildung 
nicht erforderlich (Susor et al. 2008; Morley u. Naegele 2002; Scheper u. Proud 2002; 
McKendrick et al. 2001; Saghir et al. 2001), beeinflusst allerdings die Bindung von 
eIF4E an die Cap-Struktur (Ellederova et al. 2006; Slepenkov et al. 2006; Scheper u. 
Proud 2002). Dies stimmt mit dem strukturellen Aufbau von eIF4E überein, da die 
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Region an der dorsalen Oberfläche von eIF4E, an die sowohl BP1 als auch eIF4G bin-
det, weit entfernt ist von Ser209, das sich in der Nähe der Cap-bindenden Tasche be-
findet (Ellederova et al. 2006; Scheper u. Proud 2002; Marcotrigiano et al. 1997). Ent-
gegen früherer Annahmen (Marcotrigiano et al. 1997; Minich et al. 1994) bewirkt die 
Phosphorylierung von eIF4E eine Verringerung der Bindung von eIF4E an die Cap-
Struktur, was vor allem durch eine gesteigerte Dissoziationsrate zustande kommt 
(Zuberek et al. 2003; Scheper et al. 2002; Scheper u. Proud 2002).  
Scheper und Proud schlagen zwei Modelle vor, die beschreiben, welche Konsequen-
zen diese durch eIF4E-Phosphorylierung verursachte Ablösung von eIF4E von der 
Cap-Struktur für den Ablauf der Translation haben könnte. Eines dieser Modelle be-
sagt, dass die eIF4E-Phosphorylierung dazu dient, die Ablösung von eIF4E von der 
Cap-Struktur zu steigern, sodass phosphoryliertes eIF4E mit geringerer Wahrschein-
lichkeit mit der Cap-Struktur der gleichen mRNA assoziiert bleibt als unphosphory-
liertes eIF4E. Nach diesem Modell ist das losgelöste eIF4E somit, nachdem es wieder 
dephosphoryliert wurde, für die Bindung an andere mRNAs verfügbar, was die 
Translation von mRNAs, die gewöhnlich wenig oder gar nicht translatiert werden, 
ermöglicht (Scheper u. Proud 2002). Daraus lässt sich schließen, dass weder der 
phosphorylierte noch der unphosphorylierte Faktor per se, sondern der Turnover der 
eIF4E-Phosphorylierung steigende Translationsraten bewirkt (Tomek u. Wollen-
haupt 2012; Scheper u. Proud 2002). Dies stimmt auch mit Studien an somatischen 
Zellen überein, deren Resultate nahelegen, dass sehr hohe Level an phosphorylier-
tem eIF4E die Cap-abhängige Translation unter physiologischen Bedingungen be-
hindern (Knauf et al. 2001).  
Bei fast allen Eukaryoten werden mehrere eIF4E-Familienmitglieder exprimiert. Die-
se können verschiedene Funktionen in der Zelle haben. Manche sind an der Ge-
samttranslation beteiligt, während andere nur die Rekrutierung einer Subklasse von 
mRNA stimulieren und spezielle Funktionen, einschließlich Repression der Transla-
tion, ausüben (Rhoads 2009). Es wurde vorgeschlagen, dass es in jedem Organismus 
ein eIF4E-Familienmitglied gibt, das kontinuierlich und ubiquitär exprimiert wird 
und so die globale Proteinsynthese gewährleistet (Rhoads 2009; Hernández u. 
Vazquez-Pianzda 2005). Das gewöhnlich als eIF4E bezeichnete Protein ist eigentlich 
eIF4E-1 (Joshi et al. 2005; Joshi et al. 2004).  
Neben den 4E-BPs existieren noch andere eIF4E-bindende Proteine wie 4E-T, Maskin 
oder Cup. Diese interagieren einerseits mit eIF4E  und andererseits gleichzeitig auch 
mit mRNA-bindenden Proteinen wie CPEB oder Smaug, die wiederum mit spezifi-
schen Sequenzmotiven in der 3’-UTR bestimmter mRNAs assoziiert sind. Die eIF4E-
bindenden Proteine vermitteln auf diese Weise die Bindung von eIF4E an spezifische 
mRNAs. Manche dieser Proteine inhibieren die Translation, während andere mRNA-
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Abbau bewirken oder sogar die Translation verstärken (Nishimura et al. 2015; Ka-
menska et al. 2014; Rhoads 2009; Nelson et al. 2004; Stebbins-Boaz et al. 1999).  
eIF4E liegt während der Maturation von Rindereizellen in nahezu unveränderter 
Menge vor (Siemer et al. 2009; Tomek et al. 2002a). Die Phosphorylierung dieses Fak-
tors nimmt im Verlauf der Reifung immer mehr zu, dabei ist eIF4E im GV-Stadium 
zu etwa 95% unphosphoryliert und im M II-Stadium zu etwa 95% phosphoryliert 
(Mayer et al. 2014; Tomek u. Wollenhaupt 2012; Siemer et al. 2009; Tomek et al. 
2002a).  
Während der Maturation von Schweineeizellen korreliert die eIF4E-
Phosphorylierung stark mit der Aktivität von Erk1/2 und Mnk1. Sowohl die eIF4E-
Phosphorylierung als auch die Aktivierung von Erk1/2 und Mnk1 beginnt zur Zeit 
des GVBD, nimmt nach und nach zu und zeigt schließlich im M II-Stadium ein Ma-
ximum. Im Gegensatz dazu nimmt die Aktivität von p38 MAPK gegen Ende der Rei-
fung ab und die Aktivität von Mnk2 ändert sich im Verlauf der Maturationsphase 
nicht. Daraus wurde abgeleitet, dass die Phosphorylierung von eIF4E während der 
Reifung von Schweineeizellen durch Erk1/2 über Mnk1 reguliert wird und dass p38 
MAPK nicht an der Phosphorylierung von eIF4E beteiligt ist (Ellederova et al. 2008). 
Auch während der Maturation von Rindereizellen lässt sich eine hohe Korrelation 
zwischen der eIF4E-Phosphorylierung und der Aktivierung von Erk1/2 beobachten. 
Beide beginnen mit Einsetzen des GVBD, steigen an und erreichen im M II-Stadium 
maximale Werte (Tomek et al. 2002a).  
Die Vermutung, dass der Turnover der eIF4E-Phosphorylierung der entscheidende 
Faktor bei der Steigerung der Translationsraten ist, wird durch die Ergebnisse von 
Studien an Rinder- und Schweineeizellen bekräftigt. Unphosphoryliertes eIF4E, das 
im GV-Stadium vorliegt und der komplett phosphorylierte Faktor im M II-Stadium 
ergeben nämlich beide nur niedrige, basale Translationsraten. Zur Zeit des GVBD 
und im M I-Stadium, wenn nur eine Teilmenge des Faktors phosphoryliert ist, 
kommt es dagegen zu einer deutlichen Stimulation der Proteinsynthese  (Tomek u. 
Wollenhaupt 2012; Siemer et al. 2009; Ellederova et al. 2006; Tomek et al. 2002a; 
Tomek et al. 2002b).  
Eine Studie an Mauseizellen ergab, dass eIF4E bei Eizellen im M I-Stadium bevor-
zugt um die Chromosomen herum lokalisiert ist. Auch für phosphoryliertes eIF4E 
lässt sich eine fokale Anreicherung um die Chromosomen-Spindel-Komplexe be-
obachten (Susor et al. 2015). 
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2.3 Bei der Maturation von Eizellen eingesetzte inhibitorisch wirkende Stoffe 
 
Eine Vielzahl an Inhibitoren wurde bereits während der Oozytenreifung angewen-
det, um weitere Erkenntnisse insbesondere bezüglich molekularer Vorgänge im Ver-
lauf der Reifung zu erlangen (Tab.2). 
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Tab.2: Wirkung verschiedener bei der Maturation von Eizellen verwendeter Inhibito-
ren: Aufgeführt sind Auswirkungen auf die Aktivität für das Fortschreiten der Meiose 
bedeutender Proteinkinasen und auf den Ablauf der meiotischen Endreifung, die sich 
bei Anwendung bestimmter Inhibitoren bei Eizellen verschiedener Spezies zeigen. 
 
Inhibitor Anwendung bei Auswirkungen Quelle 
BL I (Cdc2-Kinase-
Inhibitor) 
Rinder- u. Schweine-
Eizellen 
Inhibierung der Cdc2-Kinase- und MAPK-
Aktivität und der eIF4E-Phosphorylierung 
Arretierung der Eizellen im GV-Stadium unter 
Bildung hoch kondensierter Chromosomen-
Bivalente innerhalb der intakten Germinal-
Vesikel 
Ellederova et al. 
2008; Bhojwani et 
al. 2006; Tomek et 
al. 2002a; Kubelka 
et al. 2000 
Roscovitine (Cdc2-
Kinase-Inhibitor) 
Rindereizellen Inhibierung der Cdc2-Kinase- und MAPK-
Aktivität 
Arretierung der Eizellen im GV-Stadium 
Vigneron et al. 
2004; Lonergan et 
al. 2003 
Mauseizellen Inhibierung der hemmenden Phosphatase 1-
Phosphorylierung 
Arretierung der Eizellen im GV-Stadium 
Wang et al. 2004 
OA (Phosphatase 1 
u. 2a-Inhibitor) 
Rindereizellen Erhöhung der Cdc2-Kinase- und MAPK-Aktivität 
Frühzeitige Phosphorylierung von eIF4E 
Tomek et al. 2002a; 
Kubelka et al. 2000 
PD 098059 (MEK-
Inhibitor) 
Rindereizellen Verspätetes Einsetzen der Cdc2-Kinase- und 
MAPK-Aktivierung, der eIF4E-Phosphorylierung 
und des GVBD, dennoch keine Beeinflussung der 
Weiterentwicklung zur M II-Phase 
Tomek et al. 2002a 
Schweineeizellen Dauerhafte Inhibierung der Cdc2-Kinase- und 
MAPK-Aktivität 
Arretierung der meisten Eizellen in ihrer Ent-
wicklung 
Meinecke u. 
Krischek 2003 
U0126 (MAPK-
Inhibitor) 
Mauseizellen Vollständige Inhibierung der MAPK-
Phosphorylierung 
Keine Beeinflussung des Einsetzen des GVBD, 
dennoch keine Weiterentwicklung zur M I-Phase 
Bei Behandlung nach GVBD: Abnormale Spin-
delbildung und Chromosomen-Segregation bei 
normaler Polkörper-Extrusion und ungestörten 
Aktin-Dynamiken 
Lee et al. 2007 
SH6 (Akt-
Inhibitor) 
Rindereizellen Spezifische Reduzierung der Akt-Aktivität 
Arretierung von ca. 60% der Eizellen im M I-
Stadium 
Tomek u. Smil-
jakovic 2005 
Schweineeizellen Verringerung der Akt-Aktivität 
Arretierung in der M I-Phase 
Kalous et al. 2009 
Cycloheximid 
(Inhibitor der 
Proteinbiosyn-
these) 
Rindereizellen Je nach Zeitpunkt der Zugabe zum Reifungsme-
dium Arretierung im GV/GVBD-Stadium, im 
Stadium der Chromatin-Kondensation oder im M 
I-Stadium 
Sirard et al. 1989 
Mauseizellen Keine Beeinflussung des GVBD aber Beeinflus-
sung der darauffolgenden Spindelbildung 
Hashimoto u. 
Kishimoto 1988 
ALLN/MG-132 
(Inhibitoren des 
Ubiquitin-
Proreasom-
Signalwegs) 
Mauseizellen Inhibierung der MI-Spindelbildung und des 
CyclinB1-Abbaus, der normalerweise während 
des Metaphase-Anaphase-Übergangs stattfindet 
Huo et al. 2004 
BIM I (PKC-
Inhibitor) 
Mauseizellen Förderung des Einsetzens der Ana I-Phase Viveiros et al. 2004 
Brefeldin A (Inhi-
bitor der Golgi-
basierten Memb-
ran-fusion) 
Mauseizellen Inhibierung der asymmetrischen Positionierung 
des M I-Spindels und der Polkörperbildung 
Wang et al. 2008 
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2.4 Rapamycin 
 
Rapamycin (Abb.9), das auch als Sirolimus bezeichnet wird, ist ein von Streptomyces 
hygroscopicus isoliertes makrozyklisches Antibiotikum, das entscheidend zum Ver-
ständnis der mTor-Funktionen beigetragen hat (Liu et al. 2013; Ballou u. Lin 2008; 
Gingras et al. 2001b; Sabatini et al. 1994). Voraussetzung für eine effektive Wirkung 
dieses mTor-Inhibitors ist die Komplexbildung mit dem intrazellulären Rezeptor FK 
506-binding protein 12 (FKBP 12). Der FKBP 12-Rapamycin-Komplex bindet an die 
FKBP 12-Rapamycin-Bindungs-(FRB)Domäne von mTor (Liu et al. 2013; Livingstone 
et al. 2010; Ballou u. Lin 2008; Choi et al. 1996; Brown et al. 1994). Zwar kann Ra-
pamycin auch ohne Assoziation mit FKBP 12 an die FRB-Domäne binden, allerdings 
geschieht dies mit deutlich geringerer Affinität und hat unter physiologischen Be-
dingungen wenig Auswirkungen (Ballou u. Lin 2008; Banaszynski et al. 2005).  
FKBP 12/Rapamycin interagiert mit mTorc1, nicht aber mit mTorc2 (Sarbassov et al. 
2006; Sarbassov et al. 2004), wobei der genaue molekulare Wirkmechanismus dieses 
inhibitorischen Komplexes bislang unklar ist (Foster u. Fingar 2010; Oshiro et al. 
2004). Manche vermuten, dass durch Rapamycin induzierte Veränderungen der FRB-
Domäne einen allosterischen Einfluss auf die katalytische Domäne ausüben könnten 
(Ballou u. Lin 2008; MacMahon et al. 2002), allerdings herrscht Uneinigkeit bezüglich 
der Auswirkungen von Rapamycin auf die mTor-Kinase-Aktivität (Soliman et al. 
2010; Gingras et al. 2001b; Peterson et al. 2000; Scott et al. 1998). Im Gegensatz dazu 
legen einige andere Studien nahe, dass Rapamycin mTorc1 durch Destabilisierung 
der mTor-Raptor-Verbindung inhibiert (Oshiro et al. 2004; Hara et al. 2002; Kim et al. 
2002).  
Es wurde lange angenommen, dass durch Rapamycin die mTorc2-Funktionen nicht, 
die mTorc1-Funktionen aber vollständig inhibiert werden (Patursky-Polischuk et al. 
2009; Sarbassov et al. 2006). Dies wurde durch Studien unterstützt, die ergaben, dass 
Rapamycin die Phosphorylierung von S6K und von BP1, den Hauptsubstraten von 
mTorc1, verhindert (Herbert et al. 2000; Jefferies et al. 1997; Beretta et al. 1996; Kuo et 
al. 1992). Spätere Studien, in denen eine neue Klasse ATP-kompetitiver mTor-
Inhibitoren verwendet wurde, offenbarten allerdings, dass viele mTorc1-Funktionen 
in Wirklichkeit Rapamycin-resistent sind (Feldman et al. 2009; Thoreen et al. 2009). 
Auch andere Untersuchungen bekräftigen diese Resultate, die besagen, dass zwar 
die S6K-Phosphorylierung und die BP1-Phosphorylierung an Ser65/Thr70 Ra-
pamycin-sensitiv sind, die Phosphorylierung von BP1 an Thr37/46 jedoch durch Ra-
pamycin kaum beeinflusst wird (Feldman et al. 2009; Thoreen et al. 2009; Fan et al. 
2006; Wang et al. 2005; McMahon et al. 2002; Mothe-Satney et al. 2000a; Gingras et al. 
1999b). Es  wird außerdem berichtet, dass bei manchen Zelltypen durch verlängerte 
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Rapamycin-Behandlung (für 24 Stunden) die S6K-Phosphorylierung  kontinuierlich 
gehemmt wird, während die BP1-Phosphorylierung (Thr37/46, Ser65 und Thr70) nur 
vorübergehend in den ersten Stunden unter Rapamycin-Einfluss inhibiert wird, so-
dass schon nach 12 Stunden eine nahezu vollständige Rephosphorylierung von BP1 
beobachtet werden kann (Choo u. Blenis 2009; Choo et al. 2008). Einige andere Stu-
dien kommen zu dem Ergebnis, dass, obwohl Rapamycin keine akuten Effekte auf 
die mTorc2-Funktion ausübt, eine verlängerte Rapamycin-Behandlung (für 24 Stun-
den) die mTorc2-Aktivität durch Destabilisierung der mTorc2-Komplexbildung inhi-
biert (Zeng et al. 2007; Sarbassov et al. 2006). Bei mehreren Zelltypen wurde zudem 
eine durch Rapamycin gesteigerte eIF4E-Phosphorylierung beobachtet (Wang et al. 
2007; Goggin et al. 2004). Dabei erhöht Rapamycin sowohl die eIF4E-
Phosphorylierung als auch die Mnk2-Aktivität, die Erk-Aktivität wird allerdings 
nicht beeinflusst. Der diesen Vorgängen zugrunde liegende Mechanismus ist bislang 
unbekannt (Eckerdt et al. 2014; Stead u. Proud 2013). 
 
 
 
Abb.9: Strukturformel Rapamycin 
 
Die meisten Erkenntnisse bezüglich der Wirkungsweise von Rapamycin wurden 
durch Versuche an somatischen Zellen gewonnen, im Gegensatz dazu existieren zur 
Anwendung von Rapamycin in Eizellen nur wenige Berichte.  Während der Matura-
tion von Xenopus-Eizellen hemmt Rapamycin (2 nM) die S6K-Aktivierung, die rpS6-
Phosphorylierung wird aber nicht signifikant beeinflusst (Schwab et al. 1999). Bei der 
In-vitro-Maturation von Schweineeizellen wird durch Rapamycin (1 nM) die Auto-
phagie induziert, was sowohl zu einer verbesserten nukleären als auch zu einer ver-
besserten zytoplasmatischen Reifung führt (Lee et al. 2015; Song et al. 2014). Die Be-
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handlung von Mauseizellen mit Rapamycin in einer Konzentration von 100 nM be-
wirkt eine signifikante Abnahme der Phosphorylierung von BP1 an Thr70, eine ge-
ringgradige Verringerung der S6K-Phosphorylierung und schwere Fehler bei der 
Chromosomen-Aufteilung und bei der Ausbildung der Spindel. Bei behandelten Ei-
zellen können dennoch sowohl eine Weiterentwicklung durch die M I-Phase hin-
durch als auch eine Polkörper-Extrusion beobachtet werden (Susor et al. 2015). Eine 
weitere Studie an Mauseizellen, bei der jedoch eine deutlich höhere Rapamycin-
Konzentration (10 µM) verwendet wurde, ergab, dass Rapamycin in dieser Konzent-
ration eine Inhibierung der Spindel-Migration und der asymmetrischen Teilung der 
Eizellen (einschließlich der Ausschleusung des ersten Polkörpers) zur Folge hat (Lee 
et al. 2012). Während der Maturation von Rindereizellen werden weder nukleare Rei-
fungsvorgänge wie das Fortschreiten der Eizellen zur M II-Phase noch zytoplasmati-
sche Reifungsvorgänge wie die Phosphorylierung von BP1 (Thr37/46) und eIF4E 
durch verschiedene Rapamycin-Konzentrationen (100 nM-1 µM) beeinflusst (nicht 
veröffentlichte Daten).  
 
2.5 ATP-kompetitive Active-Site-mTor-Inhibitoren 
 
Im Gegensatz zu Rapamycin binden Active-Site-Inhibitoren wie PP242 und Torin1 
direkt an die ATP-Bindungsstelle in mTor, hemmen so die katalytische Aktivität so-
wohl von mTorc1 als auch von mTorc2 und bewirken dabei anders als Rapamycin 
eine vollständige Inhibierung der mTorc1-Funktionen. So kommt es nach Behand-
lung somatischer Zellen mit ATP-kompetitiven Inhibitoren nicht nur zu einer starken 
Verringerung der Akt-Phosphorylierung sondern auch zur Unterdrückung der Ra-
pamycin-resistenten BP1-Phosphorylierung an Thr37/46. Darüber hinaus wird auch 
die Phosphorylierung von BP1 an Ser65 deutlich stärker gehemmt als durch Ra-
pamycin (Livingstone u. Bidinosti 2012; Feldman et al. 2009; Thoreen et al. 2009). 
Obwohl Active-Site-mTor-Inhibitoren die BP1-Phosphorylierung (an Thr37/46, Ser65 
und Thr70), die S6K-Phosphorylierung und die eIF4F-Komplexbildung stark inhibie-
ren und eine vermehrte BP1-eIF4E-Komplexbildung verursachen, verhindern sie nur 
die Translation einer kleinen Subgruppe aller zellulären mRNAs, zu der beispiels-
weise die CyclinD3-mRNA gehört. Die Translation der großen Mehrheit der zellulä-
ren mRNAs, die für Housekeeping-Proteine kodieren, wird dagegen nicht beein-
flusst. Daraus lässt sich ableiten, dass die mTor-Signalkaskade nicht für alle mRNAs 
von gleich großer Bedeutung ist (Dowling et al. 2010).  
Torin2 (Abb.10) ist ein potenter und selektiver ATP-kompetitiver mTor-Inhibitor, der 
wie andere Active-Site-Inhibitoren auch sowohl die mTorc1- als auch die mTorc2-
Aktivität unterdrückt und daher neben der S6K-Phosphorylierung auch die Akt-
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Phosphorylierung und die Phosphorylierung von BP1 an Thr37/46 inhibiert. In eini-
gen somatischen Zelllinien werden die mTor-Funktionen durch eine Torin2-
Konzentration von 100 nM effektiv gehemmt (Liu et al. 2013). Torin2 wurde 2014 in 
einer Studie zur In-vitro-Maturation von Rindereizellen zum ersten Mal bei Eizellen 
angewendet. Diese ergab, dass die inhibitorische Wirkung von Torin2 auf Rinderei-
zellen bei einer Konzentration von 3 µM am größten ist und dass nach 24-stündiger 
Reifung durch Torin2 in dieser Konzentration 60% der Eizellen im M I-Stadium arre-
tiert werden, während 20-30% trotz Torin2-Behandlung das M II-Stadium erreichen. 
Weiterhin zeigte sich, dass Torin2 die vorhandene Menge an mTor, Raptor und Ric-
tor, die MAPK-Aktivität und die eIF4E-Phosphorylierung, die Substratphosphorylie-
rung von PKA, PKC und ATM/ATR und die Phosphorylierung von mTor, Raptor 
und Rictor nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu wurde eine Verringerung der BP1-
Phosphorylierung (Thr37/46) um etwa 60%, eine gesteigerte BP1-eIF4E-
Komplexbildung und eine Reduktion der Akt-Substratphosphorylierung beobachtet. 
Es wurde gefolgert, dass diese Veränderungen vermutlich für den Torin2-mediierten 
M I-Arrest ursächlich sind (Mayer et al. 2014). 
 
 
 
Abb.10: Strukturformel Torin2 
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3 Zielstellung 
 
Die In-vitro-Maturation von Rindereizellen ist ein wesentlicher Bestandteil der In-
vitro-Produktion von Rinderembryonen. Für einen ungestörten Ablauf der Maturati-
on (insbesondere der zytoplasmatischen Reifung) ist die in der Eizelle stattfindende 
Proteinsynthese von entscheidender Bedeutung. Dabei spielt vor allem auch eine 
exakte Regulierung dieser Proteinsynthese (Translationskontrolle), an der der mTor-
Signalweg maßgeblichen Anteil hat, eine wichtige Rolle. 
Rapamycin und Torin2 sind mTor-Inhibitoren mit unterschiedlicher Wirkungsweise, 
die bereits in Versuchen an Eizellen Verwendung fanden. In einer vorangegangenen 
Studie wurde festgestellt, dass Torin2 einen effektiven und spezifischen inhibitori-
schen Einfluss auf die Maturation von Rindereizellen hat. Daraus wurde gefolgert, 
dass Torin2 ein Wirkstoff ist, der in weiterführenden Nachforschungen zur Vertie-
fung der Erkenntnisse bezüglich der während der Maturation stattfindenden Pro-
teinsynthese eingesetzt werden kann. Da der hemmende Effekt bei einer Konzentra-
tion von 3 µM in dieser Studie am höchsten war, wurde diese Konzentration bei den 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuchen ebenfalls verwendet. 
Obwohl Rapamycin in der erwähnten Studie an Rindereizellen keinerlei Auswirkun-
gen zeigte, wurde es in den hier vorgestellten Versuchen dennoch nochmals bei Rin-
dereizellen angewendet, wobei aber eine deutlich höhere Rapamycin-Konzentration 
(10 µM) verwendet wurde. Dies liegt darin begründet, dass Rapamycin in dieser ho-
hen Konzentration in einer Studie an Mauseizellen deutliche Effekte auf die Eizellrei-
fung gezeigt hatte. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten durch die Verwen-
dung dieser verschiedenen mTor-Inhibitoren (Rapamycin und Torin2) somit weitere 
Erkenntnisse über Translation und Translationskontrolle während der Maturation 
von Eizellen gewonnen werden. Ein langfristiges Ziel solcher Nachforschungen wäre 
die Möglichkeit, die Erfolgsraten der IVP beim Rind zu verbessern.  
 
Konkret sollten folgende Hypothesen überprüft/bestätigt werden: 
- Rapamycin in einer Konzentration von 10 µM inhibiert die asymmetrische Zelltei-
lung einschließlich der Ausschleusung des ersten Polkörpers auch bei Rindereizellen. 
Eine derartige Wirkung von Rapamycin in dieser Konzentration auf Mauseizellen ist 
bereits bekannt. Im Falle einer Bestätigung dieser Hypothese sollten die diesem Ef-
fekt zugrunde liegenden molekularbiologischen Veränderungen ermittelt werden. 
- Mit Torin2 behandelte Eizellen besitzen die Fähigkeit, sich zu Blastozysten weiter-
zuentwickeln. 
Eine vorangegangene Studie ergab, dass 70-80% der mit Torin2 (3 µM) behandelten 
Eizellen in der M I-Phase arretiert werden. Zwanzig bis dreißig Prozent entwickeln 
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sich auch unter Torin2-Einfluss bis zur M II-Phase weiter. Die möglichen Auswir-
kungen dieser Inhibierung durch Torin2 auf die Blastozystenrate sollten im Rahmen 
dieser Arbeit überprüft werden. 
- Auch bei Rindereizellen spielt nicht nur die zeitliche, sondern ebenso die räumliche 
Regulierung der Translation eine Rolle für den Ablauf der Maturation. 
Es existieren diesbezüglich bereits Studien an Mauseizellen. Sollte diese Hypothese 
zutreffen, könnten  Erkenntnisse darüber, welche mRNAs im Verlauf der Maturation 
an bestimmten Lokalisationen innerhalb der Eizelle bevorzugt translatiert werden, 
dazu beitragen, Informationen über Proteine, die für bestimmte Abschnitte der Eizel-
lreifung eine wichtige Rolle spielen, zu gewinnen.  
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4 Material und Methoden 
 
4.1 Übersicht über die Versuchsaufteilung 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen lassen sich in 4 Ver-
suchsabschnitte untergliedern (Abb.11). Die im Folgenden beschriebene Gewinnung, 
Klassifizierung und Reifung der Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) bildet dabei 
die Grundlage für jeden dieser Versuchsabschnitte. 
In Abschnitt 1 wurde jeweils eine mit Rapamycin (10 µM) behandelte Gruppe von 
Eizellen und eine Kontrollgruppe unbehandelter Eizellen (jeweils annähernd 100 Ei-
zellen) nach 24-stündiger Reifung fixiert, angefärbt und anhand der Chromatinkon-
figuration morphologisch beurteilt. Dieser Versuch wurde dreimal durchgeführt. 
Versuchsabschnitt 2 setzt sich aus zwei Teilen zusammen. Der eine Teil umfasst da-
bei die Fixierung, Färbung und morphologische Beurteilung jeweils einer mit Torin2 
(3 µM) behandelten Gruppe von Eizellen und einer unbehandelten Kontrollgruppe 
nach 24-stündiger Reifung, während der andere Teil die Fertilisation und Kultivie-
rung jeweils einer mit Torin2 (3 µM) behandelten Eizellgruppe und einer unbehan-
delten Kontrollgruppe mit anschließender Bestimmung der Blastozystenrate beein-
haltet. Dafür wurden die für 24 Stunden mit bzw. ohne Torin2 gereiften Eizellen 
nach der Maturation so aufgeteilt, dass insgesamt für einen Versuchsdurchgang 4 
Eizellgruppen gesondert beurteilt werden konnten (Kontrolle 24h, morphologische 
Auswertung; Torin2 24h, morphologische Auswertung; Kontrolle 24h, Beurteilung 
der Blastozystenrate; Torin2 24h, Beurteilung der Blastozystenrate). Es wurden 4 
Versuchsdurchgänge durchgeführt. Für die morphologische Auswertung wurden in 
jedem Versuchsdurchgang pro Versuchsgruppe (Kontrolle 24h; Torin2 24h) jeweils 
ca. 50 Eizellen, für die Beurteilung der Blastozystenrate in jedem Versuchsdurchgang 
pro Versuchsgruppe (Kontrolle 24h; Torin2 24h) durchschnittlich 100 Eizellen unter-
sucht. 
Für Versuchsabschnitt 3 (biochemische Analysen) und Versuchsabschnitt 4 (Immun-
histochemische Analysen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie) wurden 
sowohl unreife Eizellen (Kontrolle 0h) als auch gereifte Eizellen (Kontrolle 24h, Ra-
pamycin 10 µM 24h, Torin2 3 µM 24h) verwendet. Im Rahmen der biochemischen 
Analysen, die Western-Blots zur Untersuchung der Substratphosphorylierung ver-
schiedener Kinasen ausgenommen, wurden für jeden Antikörper pro Versuchsgrup-
pe (Kontrolle 0h, Kontrolle 24h, Rapamycin 10 µM 24h, Torin2 3 µM 24h) jeweils 50 
Eizellen untersucht. Für die Bestimmung der Substratphosphorylierung mittels De-
ca-Probe-Unit (ermöglicht eine zeitgleiche Analyse derselben Probe mit bis zu 10 
verschiedenen Antikörpern) wurden pro Versuchsgruppe (Kontrolle 0h, Kontrolle 
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24h, Rapamycin 10 µM 24h) je 150 Eizellen verwendet. Alle Untersuchungen mittels 
Western-Blot wurden zweimal wiederholt. Im Zuge der immunhistochemischen 
Analysen wurden für jeden Antikörper pro Versuchsdurchgang (es wurden 3 Ver-
suchsdurchgänge durchgeführt) und Versuchsgruppe (Kontrolle 0h, Kontrolle 24h, 
Rapamycin 10 µM 24h, Torin2 3 µM 24h) jeweils ca. 5 Eizellen ausgewertet. Für die 
jeweiligen weiterführenden Untersuchungen (biochemische/immunhistochemische 
Analysen) wurden die gesammelten Eizellen der verschiedenen Versuchsgruppen 
ins Leibniz-Institut für Nutztierbiologie, FBN Dummerstorf versandt. Alle anderen 
bereits erwähnten Versuche und Untersuchungen wurden im IVP-Labor des Besa-
mungsvereins Neustadt an der Aisch (BVN) durchgeführt. 
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Abb.11 : Übersicht über die Versuchsaufteilung: In Versuchsabschnitt 1 (Morphologische Beur-
teilung mit Rapamycin 10 µM behandelter Eizellen) und Versuchsabschnitt 2 (Ermittlung der 
Entwicklungskompetenz Torin2 3 µM behandelter Eizellen mit gleichzeitiger Prüfung der hem-
menden Wirkung von Torin2 in einer Konzentration von 3 µM) wurden für 24 Stunden mit In-
hibitor (Rapamycin 10 µM 24h/Torin2 3 µM 24h) bzw. ohne Inhibitor (Kontrolle 24h; Dimethyl-
sulfoxid (DMSO), das als Lösungsmittel für die Inhibitoren diente, wurde zugesetzt, DMSO-
Konzentration im Reifungsmedium: 1,25 % v/v) gereifte Eizellen untersucht. Im Rahmen der 
Versuchsabschnitte 3 und 4 (biochemische und immunhistochemische Analysen) wurden neben 
den gereiften Eizellen (Rapamycin 10 µM 24h; Torin2 3 µM 24h; Kontrolle 24h, DMSO wurde 
dem Reifungsmedium wie in den Versuchsabschnitten 1 und 2 zugesetzt) zusätzlich auch unrei-
fe Eizellen (Kontrolle 0h) ausgewertet.   
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4.2 Entnahme der Ovarien 
 
Die für die Versuche benötigten Eizellen wurden aus den Ovarien geschlachteter 
Kühe und Jungrinder gewonnen, wobei der Großteil der Spendertiere der Rasse 
Deutsches Fleckvieh angehörte und die Rassen Deutsche Schwarzbunte und Gelb-
vieh nur zu einem geringen Anteil vertreten waren. Die Entnahme der Eierstöcke 
erfolgte auf dem Schlachthof Erlangen etwa 20 Minuten nach der Schlachtung, un-
mittelbar nach dem Eröffnen der Bauchhöhle mit Hilfe einer chirurgischen Schere. Es 
wurden dabei ausschließlich Ovarien ohne erkennbare pathologische Veränderun-
gen entnommen. Diese wurden sofort nach der Entnahme in ein mitgebrachtes 
Thermogefäß gefüllt mit auf 30-35°C temperierter physiologischer Kochsalz-Lösung 
verbracht und innerhalb von 3 Stunden zur weiteren Verarbeitung ins IVP-Labor des 
BVN Neustadt an der Aisch transportiert. 
 
4.3 Gewinnung und Klassifizierung der KOK 
 
Die Gewinnung der KOK erfolgte mittels Follikelpunktion. Dabei wurden alle Folli-
kel mit einem Durchmesser von 3-8 mm mit Hilfe einer 5 ml Spritze (Fa. Becton Di-
ckinson, Heidelberg) und aufgesetzter Kanüle (1,2 x 40 mm, Fa. Terumo Deutsch-
land, Eschborn) punktiert. Die aspirierte Flüssigkeit wurde aus der Spritze vorsichtig 
und mit abgesetzter Kanüle, um die KOK nicht zu beschädigen, in ein Zentrifugen-
röhrchen mit konischem Boden (50 ml, Fa. Greiner, Frickenhausen), das im Wasser-
bad (temperiert auf 37°C) warmgehalten wurde, gegeben. 
Nach Beendigung der Follikelpunktion wurden die gefüllten Zentrifugenröhrchen 
aus dem Wasserbad genommen und für 10 Minuten stehen gelassen, um eine Sedi-
mentation der gewonnenen KOK zu ermöglichen. Das Sediment wurde anschließend 
mit einer Pasteur-Pipette (7 ml, Fa. VWR, Darmstadt) aus den Röhrchen entnommen 
(viermalige Entnahme von jeweils ungefähr 5 ml pro Röhrchen) und in gerasterte 
Petrischalen mit einem Durchmesser von 90 mm (Fa. Greiner, Frickenhausen; Such-
schalen) gegeben. Daraufhin wurde in jede Suchschale etwas warme (37°C) modifi-
zierte Phosphat-gepufferte Salzlösung nach Dulbecco (D-PBS, Fa. Biochrom, Berlin) 
hinzugegossen und die Suchschalen wurden auf eine auf 33°C eingestellte Wärme-
platte (Fa. Minitube, Tiefenbach) überführt.  
Mit  Hilfe eines Stereomikroskops (Fa. Nikon, Düsseldorf) wurden die KOK bei 15-
facher Vergrößerung aus den gerasterten Petrischalen in eine kleinere Petrischale 
(Durchmesser 35 mm, Fa. Greiner, Frickenhausen; Sammelschale), gefüllt mit 37°C 
warmer D-PBS-Lösung, transferiert. Zum Umsetzen der KOK wurde dabei wie auch 
für die nachfolgenden Schritte bis zum Einsetzen der KOK in die Maturationsschalen 
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die Pipettierhilfe MicroClassic (Fa. Brand, Wertheim) in Kombination mit 20 µl Mik-
ropipetten (Fa. Brand, Wertheim) verwendet. 
Nach der Gewinnung der KOK wurde ein auf 45-fache Vergrößerung eingestelltes 
Stereomikroskop benutzt, um die KOK anhand der Qualität der Kumuluszellen und 
des Ooplasmas nach den von Leibfried und First (1979) aufgestellten Kriterien zu 
klassifizieren: 
 
Tab.3: Klassifizierungsschema für Kumulus-Oozyten-Komplexe nach Leibfried 
und First (1979) 
 
Klasse 1 Oozyten mit dunklem, homogenem Zytoplasma und einem kompak-
ten, mindestens fünflagigen Cumulus oophorus 
Klasse 2 Oozyten mit dunklem, homogenem Zytoplasma und einem kompak-
ten Cumulus oophorus, der stellenweise weniger als fünf Lagen auf-
weist 
Klasse 3 Oozyten mit dunklem, homogenem Zytoplasma mit einem kompak-
ten, mehrlagigen Cumulus oophorus mit leichter Zellexpansion 
Klasse 4 Oozyten mit voll expandiertem Cumulus oophorus 
Klasse 5 Oozyten mit dunklem oder degeneriertem Zytoplasma mit weniger 
als dreilagiger Kumuluszellschicht und denudierte Oozyten 
 
Für alle Versuche wurden ausschließlich KOK der Klassen 1-3 verwendet. 
 
4.4 Maturation der Eizellen 
 
Nach der Klassifizierung wurden die Eizellen dreimal in Reifungsmedium gewa-
schen und anschließend in Reifungsmedium, das mit Torin2- oder Rapamycin-
Lösung bzw. mit Dimethylsulfoxid (DMSO; diente als Lösungsmittel für die Inhibi-
toren und wurde daher allen Kontrollgruppen zugegeben; die DMSO-Konzentration 
im Maturationsmedium der Kontrollgruppen betrug 1,25 % v/v) versetzt war, über-
führt. Als Reifungsmedium diente tissue culture medium 199 (TCM 199), dem vor 
Gebrauch bovine serum albumin (BSA; 3 mg/ml, Fa. Sigma, Taufkirchen) zugesetzt 
wurde. 
Die ersten beiden Waschgänge erfolgten in je einer Petrischale (Durchmesser 35 mm, 
Fa. Greiner, Frickenhausen) gefüllt mit sterilfiltriertem Reifungsmedium. Für den 
dritten Waschgang und als Maturationsschalen wurden 4-Well-Multischalen (Fa. 
Nunc, Wiesbaden) verwendet. Dabei enthielten die Waschschalen 400 µl Reifungs-
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medium pro Well, während in jedes Well der Maturationsschalen 395 µl Reifungs-
medium und zusätzlich 5 µl Rapamycin-Lösung (Konzentration 800 µM), 5 µl To-
rin2-Lösung (Konzentration 240 µM) oder 5 µl DMSO (für die Kontrollgruppen) pi-
pettiert wurden. Dadurch wurde bei einem Gesamtvolumen von 400 µl pro Well in 
den Versuchsgruppen eine Rapamycin-Konzentration von 10 µM bzw. eine Torin2-
Konzentration von 3 µM pro Well erreicht.  
Die Wasch- und Maturationsschalen wurden ca. 5-7 Stunden vor Reifungsbeginn 
vorbereitet und bis zur Verwendung im Brutschrank bei 39°C, 5% CO2 und feuchtig-
keitsgesättigter Atmosphäre zur Einstellung von Temperatur und pH-Wert äquilib-
riert. 
Die Reifung der in die Maturationsschalen eingebrachten Eizellen (25 Eizellen pro 
Well) erfolgte über eine Dauer von 24 Stunden ebenfalls im Brutschrank bei 39°C, 5% 
CO2 und feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre.  
 
4.5 Probenvorbereitung für die morphologischen, biochemischen und 
immunhistochemischen Analysen 
 
Die gewonnenen Eizellen wurden auf ähnliche Art und Weise für die morphologi-
schen, biochemischen, und immunhistochemischen Untersuchungen vorbereitet. 
Zunächst wurden sie in D-PBS gewaschen, danach erfolgte durch wiederholtes Pi-
pettieren eine Entfernung des Cumulus oophorus. Dabei wurden die für die morpho-
logischen und biochemischen Analysen bestimmten Eizellen vollständig denudiert, 
während an den für die immunhistochemischen Untersuchungen vorgesehenen Ei-
zellen Reste des Cumulus oophorus belassen wurden. Anschließend wurden die Ei-
zellen je nach Bedarf weitere 3-4 Mal in D-PBS gewaschen. 
Die für die biochemischen Analysen bestimmten Eizellen wurden zweimal in PBS_ 
(PBS ohne weitere Zusätze) gewaschen und schließlich in einem Volumen von höchs-
tens 5 µl in Gruppen von je 50 Eizellen in Safe Lock Tubes (0,5 ml, Fa. Eppendorf, 
Hamburg) überführt. Diese wurden bis zu ihrem Versand ins Leibniz-Institut für 
Nutztierbiologie, Dummerstorf, in flüssigem Stickstoff (-196°C) gelagert. 
Die für die immunhistochemischen Analysen vorgesehenen Eizellen wurden nach 
den Waschvorgängen in D-PBS einmal in PBS_ gewaschen, dann in Paraformalde-
hyd-Lösung 3% mit 2% Saccharose gegeben und im Anschluss in einem möglichst 
großen Volumen in Eizellgruppen variabler Größe in Safe Lock Tubes (0,5 ml, Fa. 
Eppendorf, Hamburg) transferiert. Diese Tubes wurden bis zu ihrem Versand ins 
Leibniz-Institut für Nutztierbiologie im Kühlschrank bei 4°C gelagert. 
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4.6 Morphologische Beurteilung der Eizellen anhand der Chromatinkonfiguration 
 
4.6.1 Fixation der Eizellen 
 
Für die Beurteilung der Entwicklungsstadien der Eizellen anhand der Chromatin-
konfiguration wurden die Eizellen in einem Ethanol(absolut)-Eisessig-Gemisch (3:1;  
beide Komponenten von Fa. Merck, Darmstadt) fixiert, mittels Arceto-Orcein ange-
färbt und anschließend zytologisch untersucht. Etwa 10 Eizellen wurden jeweils in 
einem Tropfen von ca. 4 µl D-PBS mittig zwischen zwei dünne Silikonstreifen (Baysi-
lone-Paste, mittlere Viskosität, Fa. Bayer, Leverkusen), die vorher im Abstand von 
etwa 15 mm parallel auf einen Objektträger (76 x 26 x 1 mm, Fa. Roth, Karlsruhe) 
aufgebracht worden waren, platziert. Auf die Silikonstreifen und den die Oozyten 
enthaltenden Tropfen D-PBS wurde dann ein Deckglas (18 x 18 mm, Fa. Heiland, 
Hamburg) aufgelegt und vorsichtig festgedrückt, sodass die Objekte leicht fixiert 
wurden, ohne zu zerplatzen. Daraufhin wurde ein Tropfen des Fixationsgemisches 
am Rand des Deckglases so abgesetzt, dass durch die Kapillarwirkung der gesamte 
Zwischenraum zwischen Objektträger und Deckglas durchströmt wurde und die 
Eizellen somit vollständig von Fixationsflüssigkeit umhüllt wurden. Auf jeden Ob-
jektträger wurden 2 Tropfen mit Eizellen (d.h. auch 2 Deckgläser) aufgebracht. 
Für eine längere Aufbewahrung wurden die Objektträger in Küvetten gefüllt mit Fi-
xationsflüssigkeit gelagert. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Flüssigkeitspegel 
hoch genug war, um ein Eintauchen der unteren Deckglasränder in das Fixationsge-
misch zu gewährleisten. Auf diese Weise sollte ein Austrocknen des Raumes zwi-
schen Deckglas und Objektträger verhindert werden. Die Küvetten wurden mit Para-
film® verschlossen und bis zur Anfärbung und Auswertung im Kühlschrank bei 4°C 
aufbewahrt. 
 
4.6.2 Färbung der Eizellen 
 
Für die Anfärbung der Eizellen wurden die Objektträger aus den Küvetten entnom-
men und mit einem Zellstofftuch vorsichtig abgetupft. Anschließend wurden Trop-
fen 2%iger Aceto-Orcein-Lösung am oberen Deckglasrand platziert. Die Farbstofflö-
sung wurde mit Hilfe eines Filterpapierstreifens, der am unteren Deckglasrand ange-
setzt wurde, aufgrund der Kapillarkraft in den Raum zwischen Objektträger und 
Deckglas gesogen. Es folgte eine Wartezeit von 10 Minuten, um die Aceto-Orcein-
Lösung einwirken zu lassen. Daraufhin wurden Tropfen 30%iger Essigsäure (Ricca 
Chemical, USA) am unteren Deckglasrand abgesetzt. Ein am oberen Deckglasrand 
angesetzter Filterpapierstreifen wurde benutzt, um die Flüssigkeit aufgrund der Ka-
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pillarkraft so lange durch den Zwischenraum zwischen Objektträger und Deckglas 
fließen zu lassen, bis dieser Zwischenraum völlig klar war. Bis zur Auswertung 
wurden die Objektträger in einer feuchten Kammer gelagert. 
 
4.6.3 Beurteilung der Eizellen 
 
Die auf diese Weise angefärbten Objektträger wurden unter einem Phasenkontrast-
Mikroskop (Fa. Zeiss, Göttingen) bei 100-400-facher Vergrößerung untersucht. Die 
Entwicklungsstadien der Eizellen wurden anhand der Chromatinkonfiguration wie 
folgt klassifiziert: 
Germinalvesikel (GV)-Stadium, germinal vesicle breakdown (GVBD)-Stadium, Met-
aphase I (M I), Anaphase I (Ana I), Telophase I (Telo I) und Metaphase II (M II;  
Homa, 1988; Abb.12). Bei der morphologischen Beurteilung mit Rapamycin (10 µM) 
behandelter Eizellen wurde zusätzlich zwischen asymmetrisch (M II-Stadium, 
asymmetrisch geteilt) und symmetrisch (M II-ähnlich, symmetrisch geteilt) geteilten 
Eizellen unterschieden. 
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Abb.12: Verschiedene Entwicklungsstadien im Verlauf der 24-stündigen Matura-
tion von Rindereizellen: 
Die Eizellen wurden fixiert und mit Aceto-Orcein angefärbt. 
A: Germinalvesikel (GV)-Stadium; B: germinal vesicle breakdown (GVBD)-Stadium; 
C: Metaphase I (M I)-Stadium; D: Anaphase I (Ana I)-Stadium; E: Telophase I (Telo 
I)-Stadium; F: Metaphase II (M II)-Stadium  
 
 
 
A B 
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4.7 In-vitro-Fertilisation 
 
Als Befruchtungsmedium diente Tyrode’s Lactate (TL), dem am Abend vor der Ver-
wendung Pyruvat (2,2 mg/10 ml, Fa. Sigma, Taufkirchen) und BSA (60 mg/10 ml, Fa. 
Sigma, Taufkirchen) zugegeben wurde und das im Anschluss über Nacht im Brut-
schrank bei 39°C, 5% CO2 und maximaler Luftfeuchtigkeit inkubiert wurde. Vor Ge-
brauch wurde dem Fertilisationsmedium außerdem noch Heparin (100 µg/10 ml), 
Gentamicin (100 µl/10 ml) und Hypotaurin-Epinephrin (360 µl/10 ml) zugesetzt. 
 
4.7.1 Aufbereitung der Spermien 
 
Für die Abtrennung der lebenden von den toten Spermazellen wurde BoviPure (Fa. 
Nidacon, Gothenburg, Schweden) verwendet. Dafür wurden zunächst 3 Tubes (1,5 
ml, Fa. Eppendorf, Hamburg) wie folgt vorbereitet: 1 Tube mit 1000 µl BoviWash, 1 
Tube mit 500 µl BoviPure in einer Konzentration von 40% und 1 Tube mit 500 µl Bo-
viPure in einer Konzentration von 80%. Um eine Konzentration von 40% bzw. 80% 
zu erreichen, wurden 200 µl BoviPure mit 300 µl BoviDilute bzw. 400 µl BoviPure 
mit 100 µl BoviDilute versetzt. Daraufhin wurden die Tubes für mindestens eine hal-
be Stunde im Warmschrank erwärmt. Im Anschluss wurde die 40%ige BoviPure-
Lösung sehr langsam und vorsichtig auf die 80%ige Lösung gegeben, um eine 
Durchmischung der beiden Schichten zu vermeiden. Für die Fertilisation von 100 
Eizellen wurde eine tiefgefrorene Samenportion (0,25 ml Paillette, 15 x 106 Spermien) 
des Bullen Büffel (Hb.-Nr.: 166419; Ejakulat-Nr.: 27308) für 10 Sekunden in warmem 
Wasser (temperiert auf ca. 35°C) aufgetaut. Danach wurde das Sperma vorsichtig auf 
die beiden BuviPure-Schichten gegeben, das Tube verschlossen und bei 300 x g für 15 
Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand entfernt und 
verworfen, sodass nur das die Spermien enthaltende Pellet zurückblieb. Dieses Pellet 
wurde in das mit BoviWash gefüllte Tube überführt und darin behutsam resuspen-
diert. Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 300 x g für 5 Minuten, woraufhin wie-
derum der Überstand abgenommen und verworfen und das Spermien-Pellet zu-
rückgelassen wurde. Dieses wurde schließlich in 100 µl Befruchtungsmedium resus-
pendiert (Spermasuspension). Um eine Spermienzahl von ca. 100 000 Spermien pro 
Befruchtunstropfen (60 µl) zu gewährleisten, wurde die Konzentration der Sperma-
suspension in einer Zählkammer nach Bürker (Fa. Brand, Wertheim) bestimmt. Dazu 
wurden 10 µl dieser Spermasuspension mit 990 µl Aqua dest. in einem Reaktionsge-
fäß vermischt. Anschließend wurde die vorbereitete Zählkammer mit 10 µl der Ver-
dünnung befüllt. Die Auszählung erfolgte unter Phasenkontrast bei 400-facher Ver-
größerung. Dabei wurden 4 x 16 große Felder ausgezählt. Daraufhin wurde die Dich-
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te der Spermasuspension berechnet (Dichte = Anzahl gezählter Spermien/Anzahl 
ausgezählter Felder x 25 x 10 x 100). Mithilfe dieser konnte das Volumen der Sperma-
suspension, das für eine Spermienzahl von ca. 100 000 Spermien pro Befruchtungs-
tropfen (60 µl) benötigt wurde, errechnet werden. 
 
4.7.2 Befruchtung 
 
Die Koinkubation von Spermien und gereiften KOK erfolgte in Befruchtungstropfen. 
In Vorbereitung für die Befruchtung von 100 Eizellen wurden in eine Petrischale 
(Durchmesser 35 mm, Fa. Greiner, Frickenhausen) 4 Tropfen (je 60 µl) des Befruch-
tungsmediums pipettiert, die anschließend vollständig mit Mineralöl (Fa. Sigma, 
Taufkirchen) überschichtet wurden. Außerdem wurden zwei viergeteilte Waschscha-
len (Durchmesser 35 mm, Fa. Greiner, Frickenhausen) mit je 200 µl Befruchtunsme-
dium pro Vertiefung vorbereitet. Die Schale mit den Befruchtunstropfen, die Wasch-
schalen und das restliche Befruchtungsmedium, das zum Teil für die Aufbereitung 
der Spermien genutzt wurde, wurden für mindestens 4 Stunden im Brutschrank bei 
39°C, 5% CO2 und maximaler Luftfeuchtigkeit äquilibriert. 
Die nach 24-stündiger Reifungszeit aus der Maturationsschale entnommenen KOK 
wurden unter Beibehaltung der Gruppen zweimal gewaschen und in die Befruch-
tungstropfen umgesetzt. Daraufhin wurde die Spermasuspension in einem der Kon-
zentration dieser Suspension entsprechenden Volumen zu den Befruchtungstropfen 
zugegeben. Spermien und KOK wurden im Brutschrank bei 39°C, 5% CO2 und ma-
ximaler Luftfeuchtigkeit für 18-22 Stunden koinkubiert. 
 
4.8 In-vitro-Kultivierung 
 
Die Kultivierung der befruchteten Eizellen erfolgte in 2 Abschnitten. Zunächst wur-
den die Eizellen mit ihren Kumuluszellen für 24 Stunden in Maturationsmedium, im 
Anschluss daran in denudiertem Zustand in synthetic oviduct fluid (SOF; Kultivie-
rungsmedium) kultiviert. 
Für 100 vermeintlich befruchtete Eizellen wurde eine 4-Well-Multischale mit 400 µl 
Maturationsmedium pro Well vorbereitet und bis zum Gebrauch im Brutschrank bei 
39°C, 5% CO2 und maximaler Luftfeuchtigkeit aufbewahrt.  
Dem Kultivierungsmedium wurde am Vorabend der Verwendung Na-Pyruvat (3,3 
mg/9 ml, Fa. Sigma, Taufkirchen), Basal Medium Eagle (BME; 200 µl/9 ml, Fa. Sigma, 
Taufkirchen), Minimum Essential Medium (MEM; 100 µl/9 ml, Fa. Sigma, Taufkir-
chen) und estrus cow serum (ECS; 1 ml/9 ml) zugesetzt. Daraufhin wurde es über 
Nacht im Brutschrank bei 38°C, 5% CO2, 5% O2 und maximaler Luftfeuchtigkeit äqui-
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libriert. Am folgenden Tag wurden für 100 vermeintlich befruchtete Eizellen eine 4-
Well-Multischale mit je 400 µl Kultivierungsmedium pro Well (Waschschale) und 
eine 4-Well-Multischale mit je 500 µl Kulturmedium pro Well, das mit Mineralöl 
überschichtet wurde (Kultivierungsschale), vorbereitet. Beide Schalen wurden vor 
ihrer Verwendung für mindestens eine halbe Stunde im Brutschrank bei 38°C, 5% 
CO2, 5% O2 und maximaler Luftfeuchtgkeit gelagert. 
Nach Ablauf der Fertilisationszeit wurden die vermeintlich befruchteten Eizellen aus 
den Befruchtungstropfen entnommen, unter Beibehaltung der Gruppen in die 4-
Well-Multischale mit Maturationsmedium eingesetzt und für 24 Stunden bei 39°C, 
5% CO2 und maximaler Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Anschließend 
wurde die vorbereitete Waschschale mit Kultivierungsmedium genutzt, um die Zel-
len durch wiederholtes Pipettieren mittels einer auf 70 µl eingestellten Pipette (Fa. 
Eppendorf, Hamburg) vollständig zu denudieren und zu waschen. Danach wurden 
die Zellen in die Kultivierungsschale umgesetzt und bis zur Beurteilung der Blasto-
zytenrate im Brutschrank bei 38°C, 5% CO2, 5% O2 und maximaler Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. 
 
4.9 Beurteilung der Teilungs- und Entwicklungsstadien 
 
Die Teilungs- und Entwicklunsstadien wurden während der Kultivierung folgen-
dermaßen beurteilt: 
Am zweiten Tag der Kultivierung wurde die Teilungsrate unter einem Stereomikro-
skop bei 15-facher Vergrößerung bestimmt. Embryonen, die gleichmäßige Blastome-
ren aufwiesen, wurden als geteilt eingestuft. 
Am 7., 8. und 9. Tag der Kultivierung wurde die Blastozystenrate bestimmt. Dabei 
wurden die Blastozysten nach dem Schema von Lindner und Wright (1983) beurteilt 
(Abb.13): 
- Beginnende Blastozyste: Blastozyste mit deutlicher Blastozoelbildung und einer 
glatten Abgrenzung zum perivitellinen Raum. 
- Expandierte Blastozyste: Blastozyste mit ausgedünnter Zona pellucida, dabei ist 
der gesamte Embryo vergrößert, der perivitelline Raum ist verschwunden und die 
ICM (inner-cell-mass) und der Trophoblast sind deutlich voneinander abzugrenzen. 
- Schlüpfende Blastozyste: Die Blastozyste hat die Zona pellucida teilweise verlas-
sen. 
- Geschlüpfte Blastozyste: Die Blastozyste hat die Zona pellucida vollständig verlas-
sen.   
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Abb.13: Klassifizierung von Embryonen nach Lindner und Wright: 
Dargestellt sind in verschiedenen Entwicklungsstadien befindliche Blastozysten. A: 
beginnende Blastozyste; B: expandierte Blastozyste; C: schlüpfende Blastozyste; D: 
geschlüpfte Blastozyste 
 
 
4.10 Biochemische Analysen 
 
4.10.1 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Für die SDS-PAGE nach Laemmli (1970) wurde ein SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophoresesystem der Firma Hoefer (Mighty Small SE 250, Amersham 
Biosciences, Freiburg) verwendet.  Dafür wurden die Polyacrylamid-Gele  in einer 
Konzentration von 12.5- 13.5 % hergestellt. Das Verhältnis von Acrylamid zu Bisac-
rylamid betrug 30:0,8. Die Polymerisation erfolgte für mindestens 2 Stunden bei 
Raumtemperatur. Das Gel wurde mit gesättigtem Isobutanol geglättet. Auf das 
Trenngel  wurde das 5.0 % Sammelgel gegossen, wobei ein Probenkamm für die 
Aussparung der benötigten Taschen verwendet und für ca. eine Stunde belassen 
wurde. Anschließend wurden die Platten mit dem polymerisierten Gel in das verti-
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kale Elektrophoresesystem eingesetzt und mit Elektrophoresepuffer nach Laemmli 
befüllt. Um eine komplette Denaturierung der Proteine zu erreichen und vollständig 
entfaltete Polypeptidketten mit gleichartigen Ladungseigenschaften zu erhalten, 
wurden die Proben (je 50 Eizellen) mit Loading-Puffer versetzt und für 3 Minuten bei 
95°C erhitzt. Als Loading-Puffer wurde dreifach konzentrierter SDS-Probenpuffer 
verwendet. Das Gel wurde  mit den Proben und einem  geprüften Proteinmarker 
(Color Prestained Protein Standard, Broad Range 11-245 KDa) beladen und an eine 
Wasserkühlung angeschlossen. Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur mit 
einer angelegten Spannung von 450 V und einer Stromstärke von 20-30 mA bis das 
Bromphenolblau das untere Ende des Gels erreicht hatte und die gewünschte Auf-
trennung der Proben an den Markerproteinen ablesbar war. 
 
4.10.2 Proteintransfer mittels Western-Blot 
 
Die zuvor im Gel getrennten Proteine wurden dann dauerhaft auf einer Membran 
fixiert. Unter Verwendung eines Puffers nach Towbin wurden die aufgetrennten Pro-
teine in einem Semi-Dry Elektroblotting-Gerät (PierceTM Power Blotter, Fa. Thermo 
Fisher Scientific, Darmstadt) nach der Methode von Kyhse-Anderson et al. (1984) 
vom Gel auf eine Polyvinylidene Difluoride (PVDF)-Membran (Immobilon, Fa. Mil-
lipore, Darmstadt) mit einer Porengröße von 0,45 µm übertragen. Dafür wurden 
mehrere Schichten aufeinandergelegt, die im Folgenden beschrieben werden (von 
unten nach oben): 2 Blotpapiere, alle in Towbinpuffer getränkt; das Gel, vorher 10 
Minuten in Towbinpuffer äquilibriert; die Membran, zuerst mit  Methanol  benetzt, 
dann mit ddH2O  gewaschen und ebenfalls für mindestens 10 Minuten in Towbin-
puffer äquilibriert; nochmals 2 in Towbinpuffer getränkte Blotpapiere. 
Der Transfer erfolgte bei  1 mA pro cm2  Gel für eine Stunde.  
 
4.10.3 Blocken der Membran und Immunoblotting 
 
Nachdem die PVDF-Membran 1x mit Tris Buffer Saline + Tween 20 (TBS-T) gewa-
schen worden war, wurde sie mit 0.5% in TBS-T gelöstem fettfreiem Trockenmilch-
pulver (pH 7,4) bei Raumtemperatur geblockt, um eine unspezifische Antikörper-
Bindung zu verhindern. Dazu wurde die Blocking-Lösung im Snap-System (Fa. Mil-
lipore, Darmstadt) durchgesaugt. Anschließend wurde die Membran 3x mit TBS-T 
gewaschen. Dann wurde der Blot mit einem spezifischen Erstantikörper (Verdün-
nung je nach Antikörper verschieden, siehe Tab.4) bei 4°C über Nacht  in  5% BSA 
gelöst in TBS-T inkubiert. Es folgten 3 Waschschritte in TBS-T. Im Anschluss wurde 
der Blot mit einem sekundären Antikörper (für die jeweils angewendete Verdün-
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nung siehe Tab. 4) für 1,5 Stunden  in 0.5-5.0 % Trockenmilch gelöst  in TBS-T bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem zweiten Antikörper wurde die Membran 
wieder 3x in TBS-T, daraufhin einmal in doppelt destilliertem H2O (2 Minuten)  ge-
waschen. Bei allen Arbeitsschritten  (Inkubationen, Waschschritten usw.) wurde die 
Membran konstant bewegt. Soweit nicht anders gekennzeichnet, stammten die ver-
wendeten Antikörper von Cell Signaling Technology (cst). 
 
Tab.4: Verwendete Verdünnungen der Antikörper für das Immunoblotting: 
Entsprechend der Arbeitsanweisungen für die jeweiligen verwendeten Antikörper fand 
eine gerringgradige Modifizierung der Antikörper-Verdünnungen statt. Die Antikörper 
wurden in TBS-T mit 5% BSA (1. Antikörper) bzw. mit 0.5-5.0% Trockenmilch (2. Anti-
körper) verdünnt. 
 
1. Antikörper Verdünnung 2.Antikörper Verdünnung 
eIF4E no. 9742 1:1000 Anti-Rabbit IgG 
aus der Ziege 
(HRP-markiert) 
no. 7074 
1:4000 
P-eIF4E (Ser 209) 
no. 9741 
1:700 bzw. 1:1000 1:2100 bzw. 1:3000  
4E-BP1 no. 9452 1:400 bzw. 1:800 1:2000 
P-4E-BP1 
(Thr 37/46) no. 
2855 
1:400 1:1500 
RPS6 no. 2217 1:500 1:1500 
P-RPS6 
(Ser 235/236) no. 
4858 
1:500 1:2000 
PKA no. 9624 1:600 bzw. 1:1000 1:1800 bzw. 1:3000 
PKB no. 9614 1:600 bzw. 1:1000 1:1800 bzw. 1:3000 
PKC no. 2261 1:600 bzw. 1:1000 1:1800 bzw. 1:3000 
CDKs no. 2324 1:800 bzw. 1:1000 1:2400 bzw. 1:3000 
ATM/ATR no. 2851 1:1000 1:3000 
ERK1/2 Santa Cruz 
no. sc-94 
1:8000 1:15000 
P-ERK1/2 (Thr 
202/204) 
1:8000 1:15000 
MAPK 1:1500 Anti-Mouse IgG 
no. 7076 
1:3500 
 
Material und Methoden 
62 
 
4.10.4 Untersuchung der Substratphosphorylierung verschiedener Kinasen 
 
Für die Western-Blots zur Untersuchung der Substratphosphorylierung verschiede-
ner Kinasen wurden zwei Deca-Probe-Unit-Apparaturen (PR 150 Deca-Probe Incuba-
tion Manifold, Fa. GE Healthcare, Freiburg) verwendet. Eine Deca-Probe-Unit er-
möglicht eine zeitgleiche Analyse derselben Probe mit bis zu 10 verschiedenen Anti-
körpern (Wollenhaupt et al. 2013). Bei Gebrauch der beiden Deca-Probe-Unit-
Apparaturen wurde im Rahmen der Elektrophorese für die Aussparung der benötig-
ten Taschen ein präparativer Kamm der Firma Hoefer (Hoefer Comb for SE 250/SE 
260 1/1 Wells, Fa. Fisher Scientific, Schwerte) eingesetzt. Von den beiden durch den 
präparativen Kamm entstandenen Taschen wurde die eine mit jeweils 150 Eizellen, 
die andere mit einem geprüften Proteinmarker beladen. Die Substratphosphorylie-
rung durch die unterschiedlichen Kinasen wurde mit Hilfe des Kits von Cell Sig-
naling Technology (Phospho-(Ser/Thr) Kinase Substrate Antibody Sampler Kit No. 
9920, Fa. Cell Signaling Technology, Danvers, MA) analysiert. Dieser Kit bietet Anti-
körper gegen die phosphorylierte Form spezifischer Sequenzmotive der Kinase-
Substrate. Untersucht wurde die Substratphosphorylierung durch PKA (RRXS*/T*), 
PKB (erkannt werden Proteine, die phosphoryliertes Serin/Threonin mit vorherge-
hendem Arginin an Position -5 und -3 enthalten, wobei diese Phosphorylierungsstel-
len von umgebenden Aminosäuresequenzen größtenteils unabhängig sind), PKC 
(bindet Proteine nur, wenn diese an Serin-Stellen, umgeben von Arginin oder Lysin 
an den Positionen -2 und +2 und von einem hydrophoben Rest an Position +1, phos-
phoryliert sind), CDKs (erkennt phosphoryliertes Serin im Motiv (K/R)(S*)PX(K/R)), 
ATM/ATR (reagiert mit Proteinen, die phosphoryliertes Serin/Threonin, dem eine 
hydrophobe Aminosäure an Position -1 vorangeht und dem Glutamin an Position +1 
folgt, enthalten) und MAPK/CDK (erkennt phosphoryliertes Threonin, wenn Prolin 
folgt, unabhängig vom übrigen Umfeld). Die Elektrophorese, der Proteintransfer, das 
Blocken der Membran und das Immunoblotting wurden wie oben beschrieben 
durchgeführt (siehe 4.10.1, 4.10.2, 4.10.3). Als Kontrollen wurden für alle biochemi-
schen Analysen sowohl unreife (Kontrolle 0h), als auch gereifte Eizellen (Kontrolle 
24h mit DMSO) verwendet.  
 
4.10.5 Enhanced chemiluminescence (ECL)-Detektion 
 
Zur Auswertung der Blots wurde das Chemilumineszenz-Verfahren verwendet. Da-
bei wurde die Membran für 2 Minuten  in ECL-Lösung  inkubiert. Bei sehr geringen 
Proteinexpressionen (Substratmengen) wurde 5 Minuten in ECL-Prime Lösung (Fa. 
GE Healthcare, München, no. RPN 2236) inkubiert. Anschließend wurden die Pro-
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teinbanden in der Dunkelkammer auf Amersham Hyperfilm ECL (Fa. GE 
Healthcare, München, no. 28906837) exponiert. Die Belichtung erfolgte je nach Pro-
benmaterial, Antikörperverdünnung und Häufigkeit der Neubeprobung der Memb-
ran für sehr unterschiedliche Zeiten (wenige Sekunden bis 15 Minuten). Die Digitali-
sierung der Filme erfolgte mittels Camilla Camera System (Fa. Raytest, Strauben-
hardt).    
 
4.11 Immunhistochemische Analysen 
 
In Vorbereitung für die immunhistochemischen Analysen mittels Laserscanning-
Mikroskopie wurden die in der Fixationslösung (3% Paraformaldehyd mit 2% Sac-
charose) gelagerten Oozyten einmal in PBS‾ bei Raumtemperatur gewaschen. Nach 5 
Minuten bei 0°C in Permeabilisierungspuffer folgte ein viermaliger Waschschritt in 
Waschpuffer bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Eizellen für 2 Stunden 
bei Raumtemperatur geblockt (Roti-Immuno-Block 1:50, Fa. Roth, Karlsruhe). Ohne 
weiteren Waschschritt erfolgte daraufhin die Inkubation mit dem 1.Antikörper (Ver-
dünnung je nach Antikörper verschieden, Tab.5) über Nacht bei 4°C. Danach wurden 
die Eizellen viermal in Waschpuffer gewaschen und dann für 5 Stunden bei Raum-
temperatur und Dunkelheit mit dem 2. Antikörper (Tab.5) inkubiert. Im Anschluss 
erfolgte nach erneutem viermaligem Waschen in Waschpuffer das Gegenfärben der 
Kerne mit SYBR Green Nucleic Acid Gel Stain (1:500, Fa. MoBiTec, Göttingen). Da-
raufhin wurden die Oozyten wiederum viermal in Waschpuffer gewaschen, bei 4°C 
über Nacht in 2% Paraformaldehyd fixiert und anschließend in Glyceringelantine 
(Fa. Merck, Darmstadt) eingedeckelt.  Soweit nicht anders gekennzeichnet stammten 
die verwendeten Antikörper von Cell Signaling Technology (cst). 
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Tab.5: Verwendete Verdünnungen der Antikörper für die immunhistochemi-
schen Analysen: 
Entsprechend der Arbeitsanweisungen für die jeweiligen verwendeten Antikörper 
fand eine gerringgradige Modifizierung der Antikörper-Verdünnungen statt. 
 
1. Antikörper Verdünnung 2. Antikörper Verdünnung 
BP1  
no. 9452 
1:100 Alexa Fluor® 546 
goat anti rabbit 
IgG, Fa. MoBiTec, 
Göttingen) 
no. A11071 
 
 
1:200 
P-BP1 (Thr 37/46)  
no. 2855 
1:200 
eIF4E 
no. 9742 
1:50 
P-eIF4E (Ser 209)       
no. 9741 
1:25 
mTor  
no. 2983 
1:100 
P-mTor (Ser 2448) 
no. 5536 
1:100 
Raptor 
no. 2280 
1:100 
P-Raptor (Ser 792) 
no. 2083 
1:50 
Rictor 
no. 2114 
1:50 
P-Rictor (Thr 1135) 
no. 3806 
1:100 
 
 
Die Auswertung erfolgte am inversen Mikroskop (Axiovert 200M, Fa. Zeiss, Jena) bei 
40-facher Vergrößerung (Öl) mittels eines konfokalen Laserscankopfes (LSM5 Pascal, 
Fa. Zeiss, Jena). Zwei verschiedene Laser wurden zur Fluoreszenzanregung verwen-
det, ein Argon-Laser bei 488 nm (30 mW) und ein HeNe-Laser bei 543 nm (1 mW). 
Mit Hilfe der Software Zen 2007 sp1 (Fa. Zeiss, Jena) wurden Bildstapel (3D-Stacks, 
Δz = 1µm) aufgenommen. Die Scanauflösung betrug 1024x1024 Pixel.  
Für die Stackauswertung mittels der Software ImageJ wurde die Ebene mit Kern (am 
größten/hellsten) ausgewählt, anschließend wurden drei regions of interest (ROIs) 
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immer gleichen Durchmessers über Kern, Zytoplasma mittig und Zytoplasma 
Membrannähe (ROI berührt Membran, geht aber nicht darüber hinaus) gelegt. Da-
nach erfolgte eine integrale Helligkeitsmessung in den ROIs. Die erhaltenen Werte 
wurden statistisch ausgewertet und bilden die Grundlage für die Tabellen 6, 9 und 
10 (siehe 9.6.5.). 
Als Kontrollen wurden für die immunhistochemischen Analysen sowohl unreife 
(Kontrolle 0h), als auch gereifte Eizellen (Kontrolle 24h mit DMSO) verwendet. 
 
4.12 Statistische Auswertung 
 
Die Daten wurden mit der SAS-Software Version 9.4 für Windows (Copyright, SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA) ausgewertet. Deskriptive Statistiken und der Test auf 
Normalverteilung der Signalintensitäten bei den Laserscanning-Analysen wurden 
mit der SAS-Prozedur UNIVARIATE berechnet. 
Morphologische Untersuchung Rapamycin- und Torin2-behandelter Eizellen, Fertili-
sation und Kultivierung Torin2-behandelter Eizellen: 
Sowohl die Daten für die Entwicklungsstadien (für Rapamycin- und Torin2-
behandelte Eizellen) als auch die Teilungsrate, die Blastozystenrate und der Anteil 
geschlüpfter Blastozysten wurden mit einem logistischen Modell und der SAS-
Prozedur GLIMMIX ausgewertet. Hierzu wurden im „model statement“ der Proze-
dur die Binominalverteilung („distribution=binomial“) und die logistische Linkfunk-
tion („link=logit“) gewählt. Fester Faktor im logistischen Modell war die Behandlung 
(mit den Stufen Kontrolle 24h und Rapamycin 10 µM 24h/Torin2 3 µM 24h). Die rela-
tiven Häufigkeiten der Behandlungsgruppen und deren Standardfehler sowie die 
entsprechenden Konfidenzintervalle für die relativen Häufigkeiten wurden mittels 
„ILINK-Option“ im „LSMEANS-statement“ von GLIMMIX berechnet. 
Immunhistochemische Analysen: 
Die Signalintensität wurde mittels einer zweifachen Varianzanalyse mit Wechselwir-
kung und wiederholten Messungen am gleichen Objekt mit der SAS-Prozedur 
MIXED ausgewertet. Das Varianzanalysemodell enthielt die festen Faktoren Ver-
suchsgruppen (mit den Stufen Kontrolle 0h, Kontrolle 24h, Rapamycin 10 µM 24h 
und Torin2 3 µM 24h) und Position (mit den Stufen Kern, Mitte und Rand) sowie 
deren Wechselwirkung Gruppe x Position. Wiederholte Messungen am gleichen Ob-
jekt wurden mittels „repeated statement“ der SAS-Prozedur MIXED berücksichtigt. 
Dabei war Position die Variable, die die wiederholten Messungen am gleichen Ob-
jekt Eizelle („subject=Eizelle“) beschreibt. Für die resultierende blockdiagonale Rest-
kovarianzmatrix wurde der unstrukturierte Typ („Type=UN“) für die Blöcke ge-
wählt. Mit dem „slice statement“ von MIXED wurden außerdem die Positionen in-
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nerhalb der Gruppen und die Gruppen innerhalb der Positionen getestet (F-Tests 
und multiple Mittelwertvergleiche mittels Tukey-Kramer-Test). Für die Darstellung 
der Ergebnisse wurden LS-Means und deren Standardfehler für alle festen Faktoren 
des oben beschriebenen Modells berechnet. 
Effekte und Differenzen werden als signifikant betrachtet, falls p<0,05 ist. 
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5 Ergebnisse  
 
5.1 Versuchsabschnitt 1: Morphologische Beurteilung mit Rapamycin (10 µM) 
behandelter Eizellen 
 
In insgesamt drei Versuchsdurchgängen wurden die aus den Ovarien geschlachteter 
Rinder gewonnenen Eizellen einer 24-stündigen Reifung unter Zugabe von Ra-
pamycin (Versuchsgruppen) bzw. von DMSO (Kontrollgruppen) unterzogen. Die 
Rapamycin-Konzentration im Reifungsmedium der Versuchsgruppen betrug dabei 
10 µM. Diese Konzentration wurde gewählt, da in einer vorangegangenen Studie bei 
Behandlung von Rindereizellen mit Rapamycin in einer Konzentration von 100 nM 
bis 1 µM kein Effekt auf die Eizellmorphologie festgestellt werden konnte (nicht ver-
öffentlichte Daten), Rapamycin aber in einer Studie an Mauseizellen in der Konzent-
ration von 10 µM Auswirkungen auf die asymmetrische Zellteilung (einschließlich 
der Ausschleusung des ersten Polkörpers) gezeigt hatte (Lee et al. 2012). Im An-
schluss an die Reifung wurden die Entwicklungsstadien der Eizellen der mit Ra-
pamycin behandelten Gruppen im direkten Vergleich mit den Entwicklungsstadien 
der Eizellen der Kontrollgruppen anhand der Chromatinkonfiguration beurteilt. In-
nerhalb eines Versuchsdurchgangs wurden jeweils annähernd 100 Eizellen pro 
Gruppe analysiert. Insgesamt wurden 269 mit Rapamycin (10 µM) behandelte Eizel-
len ausgewertet (Kontrollgruppe: 272 Eizellen). 
Die Auswertung der Eizellen der Kontrollgruppen ergab, dass 75-80% der Eizellen 
nach 24-stündiger Maturation das M II-Stadium erreicht haben (Abb.15). Dabei zeigt 
sich eine asymmetrische Anordnung des Chromatins innerhalb der Eizelle (große 
Metaphase-Platte mit einzeln erkennbaren Chromosomen und kleiner Polkörper) 
und es wird eine Ausschleusung des Polkörpers aus der jeweiligen Eizelle beobach-
tet (Abb.14D). Im Gegensatz dazu liegt bei einem bestimmten Anteil (20-25%) der 
während der Reifung dem Einfluss von Rapamycin ausgesetzten Eizellen eine voll-
kommen symmetrische Anordnung des Chromatins innerhalb der Eizelle vor (M II-
ähnlich; Abb.15), wobei eine Polkörperbildung und -ausschleusung unterbleibt 
(Abb.14A-C). Dieses Phänomen kann bei den Eizellen der Kontrollgruppen zwar 
ebenfalls, allerdings zu einem deutlich niedrigeren Prozentsatz beobachtet werden 
(Abb.15). Behandlung von Rindereizellen mit Rapamycin in einer Konzentration von 
10 µM verursacht demnach eine Verringerung des prozentualen Anteils von Eizellen, 
die sich nach 24-stündiger Reifung in der M II-Phase befinden (P<0,01) und eine Stei-
gerung des Anteils symmetrisch segregierter Eizellen (P<0,01). Bezüglich des prozen-
tualen Anteils an Eizellen, die sich in den anderen Entwicklungsstadien befinden (M 
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I, Ana I, Telo I) und des Anteils degenerierter Eizellen kann zwischen den Versuchs-
gruppen und den Kontrollgruppen kein signifikanter Unterschied gefunden werden. 
 
 
Abb.14: Morphologische Beurteilung von Eizellen anhand der Chromatinkonfigura-
tion: 
Zur Beurteilung wurden für eine Zeitspanne von 24 Stunden mit (A-C) oder ohne (D) 
Rapamycin in einer Konzentration von 10 µM gereifte Eizellen herangezogen. 
A-C: symmetrisch segregiertes Chromatin (Pfeile), keine Polkörperbildung 
D: asymmetrisch segregiertes Chromatin, es wurde ein Polkörper (Pfeil) gebildet   
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Abb. 15: Anhand der morphologischen Beurteilung auf Basis der Chromatinkon-
figuration ermittelte prozentuale Verteilung der Eizellen auf verschiedene Ent-
wicklungsstadien (Rapamycin 10 µM): 
Es wurden über eine Reifungszeit von 24 Stunden mit Rapamycin (10 µM) behan-
delte Eizellen im Vergleich mit unbehandelten Eizellen der Kontrollgruppen beur-
teilt. Der Standardfehler ist jeweils angegeben und die mit unterschiedlichen Buch-
staben markierten Säulen unterscheiden sich signifikant (P<0,01 jeweils für a,b und 
c,d). Es wurden 3 Versuchsdurchgänge durchgeführt, wobei innerhalb eines Ver-
suchsdurchgangs jeweils annähernd 100 Eizellen pro Gruppe (Rapamycin 10 µM 
24h; Kontrolle DMSO 24h) analysiert wurden. Insgesamt wurden 269 mit Ra-
pamycin behandelte Eizellen ausgewertet (Kontrollgruppe: 272 Eizellen). 
GV: Germinalvesikel-Stadium; GVBD: germinal vesicle breakdown-Stadium; M I: 
Metaphase I; Ana I: Anaphase I; Telo I: Telophase I; M II: Metaphase II; path. get.: 
pathologisch geteilt; DMSO: Dimethylsulfoxid. 
 
 
 
a 
b 
c 
d 
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5.2 Versuchsabschnitt 2: Ermittlung der Entwicklungskompetenz Torin2- (3 µM) 
behandelter Eizellen mit gleichzeitiger Prüfung der hemmenden Wirkung von 
Torin2 in einer Konzentration von 3 µM 
 
Zur Bestätigung der inhibitorischen Torin2-Wirkung bei einer angewendeten Kon-
zentration von 3 µM wurden begleitend zu den Befruchtungsversuchen morphologi-
sche Untersuchungen der Eizellen durchgeführt. Dabei war die Quelle der für die 
morphologischen Untersuchungen herangezogenen und der befruchteten Eizellen 
identisch. Erst nach der 24-stündigen Reifungszeit unter dem inhibitorischen Einfluss 
von Torin2 wurden die Eizellen aufgeteilt und ihrem jeweiligen Verwendungszweck 
(Befruchtung oder morphologische Auswertung) zugeführt. Es wurden insgesamt 4 
aus 2 Teilen (morphologische Untersuchung und Befruchtungsversuch) bestehende 
Versuchsdurchgänge durchgeführt. 
 
5.2.1 Versuchsabschnitt 2a: Morphologische Beurteilung mit Torin2 (3 µM) behan-
delter Eizellen 
 
Nach einer 24-stündigen Reifungszeit in Maturationsmedium mit (Versuchsgruppen) 
oder ohne (Kontrollgruppen; Zugabe von DMSO) Torin2 in einer Konzentration von 
3 µM wurden die Entwicklungsstadien der mit Torin2-behandelten Eizellen und au-
ßerdem zum Vergleich die Entwicklungsstadien der Eizellen der Kontrollgruppen 
anhand der Chromatinkonfiguration ermittelt. Innerhalb eines Versuchsdurchganges 
wurden um die 50 Eizellen pro Gruppe analysiert. Es wurden insgesamt 219 mit To-
rin2 behandelte Eizellen ausgewertet (Kontrolle: 242 Eizellen). 
In den Kontrollgruppen erreichen ca. 80% der Eizellen das M II-Stadium, nur 10-20% 
der Eizellen befinden sich noch im M I-Stadium (Abb.16). Im Gegensatz dazu wer-
den in den mit Torin2 behandelten Versuchsgruppen 50-70% der Eizellen im M I-
Stadium arretiert. Trotz der inhibitorischen Torin2-Wirkung schaffen es 20-30% der 
Eizellen dennoch, das M II-Stadium zu erreichen (Abb.16). 
Torin2 bewirkt somit bei Rindereizellen eine Verringerung des Anteils an Eizellen, 
die nach 24-stündiger Reifung die M II-Phase erreichen (P<0,001) und erhöht den 
Anteil der in der M I-Phase arretierten Eizellen (P<0,001). 
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Abb.16: Anhand der morphologischen Beurteilung auf Basis der Chromatinkon-
figuration ermittelte prozentuale Verteilung der Eizellen auf verschiedene Ent-
wicklungsstadien (Torin2 3 µM): 
Zur Beurteilung herangezogen wurden über einen Zeitraum von 24 Stunden mit 
bzw. ohne Torin2 (3 µM) gereifte Eizellen. Der Standardfehler ist jeweils angegeben 
und die mit unterschiedlichen Buchstaben markierten Säulen unterscheiden sich 
signifikant (P<0,001 jeweils für a,b und c,d). Es wurden 4 Versuchsdurchgänge 
durchgeführt, wobei innerhalb eines Versuchsdurchgangs ca. 50 Eizellen pro Grup-
pe (Torin2 3 µM 24h; Kontrolle DMSO 24h) untersucht wurden. Insgesamt wurden 
219 mit Torin2 behandelte Eizellen analysiert (Kontrolle: 242 Eizellen). 
GV: Germinalvesikel-Stadium; GVBD: germinal vesicle breakdown-Stadium; M I: 
Metaphase I; Ana I: Anaphase I; Telo I: Telophase I; M II: Metaphase II; path. get.: 
pathologisch geteilt; DMSO: Dimethylsulfoxid. 
 
 
 
 
 
a 
b 
c 
d 
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5.2.2 Versuchsabschnitt 2b: Ermittlung der Entwicklungskompetenz Torin2- (3 
µM) behandelter Eizellen durch Bestimmung der Blastozystenrate 
 
Zur Bestimmung der Entwicklungskompetenz von Eizellen, die für 24 Stunden unter 
dem inhibitorischen Einfluss von Torin2 (3 µM) gereift worden waren, wurden diese 
Eizellen ebenso wie die als Kontrolle dienenden für 24 Stunden gereiften unbehan-
delten Eizellen (Kontrolle 24h: dem Reifungsmedium wurde DMSO zugegeben) be-
fruchtet und kultiviert. Pro Versuchsdurchgang (es wurden 4 Versuchsdurchgänge 
durchgeführt) und Versuchsgruppe (Torin2 3 µM 24h; Kontrolle 24h) wurden durch-
schnittlich 100 Eizellen ausgewertet. Insgesamt wurden für diesen Versuchsabschnitt 
394 mit Torin2 behandelte Eizellen verwendet (Kontrolle: 341 Eizellen). Anschlie-
ßend wurde sowohl für die Versuchsgruppen der Torin2-behandelten Eizellen als 
auch für die Kontrollgruppen der unbehandelten Eizellen die Anzahl der geteilten 
Eizellen, der entstandenen Blastozyten und der geschlüpften Blastozyten ermittelt 
und die Teilungsrate (Anzahl der geteilten Eizellen/Gesamtzahl der befruchteten Ei-
zellen), die Blastozystenrate (Anzahl der Blastozysten/Anzahl der geteilten Eizellen) 
und der Anteil der geschlüpften Blastozysten (Anzahl der geschlüpften Blastozys-
ten/Anzahl der geteilten Eizellen) bestimmt.  
Bezüglich der Teilungsrate, der Blastozystenrate und des Anteils der geschlüpften 
Blastozysten können insgesamt nur gerringgradige, statistisch nicht signifikante Un-
terschiede (P>0,05) zwischen den mit Torin2 behandelten Versuchsgruppen und den 
Kontrollgruppen festgestellt werden: die Teilungsrate der mit Torin2 gereiften Eizel-
len beträgt für alle 4 Versuchsdurchgänge zusammengenommen 55,6% (Kontrolle: 
54,8%), die Blastozystenrate 29,7% (Kontrolle: 33,2%) und der Anteil der geschlüpf-
ten Blastozysten 13,2% (Kontrolle: 12,3%; Abb.18). 
Die Morphologie der aus den mit Torin2 gereiften Eizellen entstandenen Blastozys-
ten zeigt keinerlei Abweichungen verglichen mit den Blastozysten der Kontrollgrup-
pen (Abb.17). 
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Abb. 17: Embryonen der Versuchs- und Kontrollgruppen in verschiedenen Ent-
wicklungsstadien: 
Abgebildet ist jeweils eine Auswahl der Embryonen, die aus den für 24 Stunden mit 
bzw. ohne Torin2 (3 µM) gereiften Eizellen entstanden sind, an verschiedenen Tagen 
der Kultivierung. Bezüglich der Morphologie der Embryonen konnte kein Unter-
schied zwischen den Torin2- (A, B) und Kontrollgruppen (C, D) beobachtet werden. 
A: Embryonen entstanden aus mit Torin2 behandelten Eizellen, Tag 8 
B: Embryonen entstanden aus mit Torin2 behandelten Eizellen, Tag 9 
C: Embryonen entstanden aus unbehandelten Eizellen, Tag 8 
D: Embryonen entstanden aus unbehandelten Eizellen, Tag 9 
 
A B 
C D 
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Abb.18: Teilungsrate, Blastozystenrate und Anteil geschlüpfter Blastozysten, er-
mittelt nach Fertilisation und Kultivierung mit Torin2 (3 µM) gereifter Eizellen: 
Nach 24-stündiger Reifung mit bzw. ohne Torin2 (3 µM) wurden die Eizellen be-
fruchtet und kultiviert. Die Anzahl der geteilten Eizellen, der Blastozysten und der 
geschlüpften Blastozysten wurde bestimmt und die Teilungsrate (Anzahl geteilter 
Eizellen/Anzahl Eizellen gesamt), die Blastozystenrate (Anzahl Blastozysten/Anzahl 
geteilter Eizellen) und der Anteil geschlüpfter Blastozysten (Anzahl geschlüpfter 
Blastozysten/Anzahl geteilter Eizellen) wurden berechnet. Es wurden insgesamt 4 
Versuchsdurchgänge durchgeführt. Pro Versuchsdurchgang und Versuchsgruppe 
(Torin2 3 µM 24h; Kontrolle DMSO 24h) wurden durchschnittlich 100 Eizellen ana-
lysiert. Insgesamt wurden für diesen Versuchsabschnitt 394 mit Torin2 behandelte 
Eizellen verwendet (Kontrolle: 341 Eizellen). Der Standardfehler ist jeweils angege-
ben. 
DMSO: Dimethylsulfoxid. 
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5.3 Versuchsabschnitt 3: Biochemische Analysen mittels Western-Blot 
 
Die biochemische Untersuchung unreifer (Kontrolle 0h), gereifter unbehandelter 
(Kontrolle 24h; DMSO wurde dem Reifungsmedium zugegeben) und mit Rapamycin 
10 µM bzw. mit Torin2 3 µM behandelter Eizellen (Rapamycin 10 µM 24h; Torin2 3 
µM 24h) erfolgte mittels Western-Blot. Die verwendeten Antikörper waren dabei 
entweder gegen das zu untersuchende Protein an sich, die phosphorylierte Form die-
ses Proteins oder gegen die phosphorylierte Form eines Substrats einer zu untersu-
chenden Proteinkinase gerichtet. Durch letzteres sollten Rückschlüsse auf die Aktivi-
tät der jeweiligen Proteinkinase gewonnen werden. Für jeden Antikörper wurden 
pro Versuchsgruppe (Kontrolle 0h; Kontrolle 24h; Rapamycin 10 µM 24h; Torin2 3 
µM 24h) je 50 Eizellen analysiert. Eine Ausnahme hiervon stellt die Untersuchung 
der Substratphosphorylierung verschiedener Kinasen mittels Deca-Probe-Unit dar. 
Hierbei wurden pro Versuchsgruppe (Kontrolle 0h; Kontrolle 24h; Rapamycin 10 µM 
24h) für mehrere Antikörper zugleich jeweils 150 Eizellen verwendet. Alle durchge-
führten Western-Blots wurden zweimal wiederholt. 
Die untersuchten Faktoren (BP1, eIF4E, rpS6) zeigen im Verlauf der IVM  keine Ver-
änderung bezüglich der in der Eizelle vorhandenen Menge. Diese wird auch durch 
Rapamycin oder Torin2 nicht beeinflusst (Abb.19A-C).  
Bezüglich des Phosphorylierungszustandes werden im Verlauf der IVM allerdings 
Veränderungen festgestellt. Die Phosphorylierung von BP1 (Thr 37/46), eIF4E (Ser 
209) und rpS6 (Ser235/236) nimmt während der 24-stündigen Reifungsphase deutlich 
zu. Rapamycin beeinflusst dabei keinen der genannten Faktoren in seiner Phospho-
rylierung, während Torin2 eine Reduzierung aber keine vollständige Hemmung der 
BP1-Phosphorylierung verursacht. Im Gegensatz dazu hat Torin2 auf die Phosphory-
lierung von eIF4E und rpS6 keinen Einfluss (Abb.19A-C). 
Auch die Substratphosphorylierung der Kinasen PKA, PKB (=Akt), PKC, ATM/ATR, 
MAPK und der CDKs wird durch Rapamycin nicht inhibiert, genauso wenig wie die 
Phosphorylierung von Erk 1und 2 (Abb.20).  
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Abb.19: Analyse der Auswirkungen der mechanistic target of rapamycin (mTor)-
Inhibitoren Rapamycin und Torin2 auf die Phosphorylierung spezifischer Zielprote-
ine mittels Western-Blotting: 
Abgebildet sind Western-Blots, die die vorhandene Menge an eukaryotic translation 
initiation factor 4E (eIF4E) (A), eukaryotic translation initiation factor 4E-binding pro-
tein 1 (4E-BP1) (B) und ribosomal protein S6 (rpS6) (C) ermittelt durch Pan-Antikörper 
(immer in der linken Spalte dargestellt) zeigen, und die entsprechenden Blots, aus de-
nen der Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1 (Thr37/46), eIF4E (Ser 209) und rpS6 (Ser 
235/236; immer in der rechten Spalte dargestellt) ablesbar ist. Untersucht wurden Eizel-
len vor Beginn der In-vitro-Maturation (IVM) (0), nach 24 Stunden IVM (24; Zusatz von 
DMSO) und nach 24-stündiger Behandlung mit Rapamycin 10µM (24R) oder Torin2 
3µM (24T). Für jeden Antikörper wurden pro Versuchsgruppe (Kontrolle 0h; Kontrolle 
24h; Rapamycin 10 µM 24h; Torin2 3 µM 24h) je 50 Eizellen analysiert. Dieser Versuch 
wurde zweimal wiederholt, dargestellt sind repräsentative Blots. 
 
B 
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Abb.20: Analyse der Auswirkungen von Rapamycin auf die Substratphosphory-
lierung verschiedener Kinasen und auf die vorhandene Menge und Phosphorylie-
rung von extracellular-signal regulated kinase 1/2 (Erk 1/2):  
Mithilfe der Deca-Probe-Unit wurden Eizellen vor Beginn der In-vitro-Maturation 
(IVM) (0h), nach 24-stündiger Maturation (24h; Zusatz von DMSO) und nach 24-
stündiger Maturation unter dem inhibitorischen Einfluss von Rapamycin (24h Ra-
pamycin) untersucht. Die angewendete Rapamycin-Konzentration betrug dabei 10 
µM. Pro Versuchsgruppe (Kontrolle 0h, Kontrolle 24h, Rapamycin 10 µM 24h) wur-
den jeweils 150 Eizellen verwendet. Dieser Versuch wurde zweimal wiederholt, 
dargestellt sind repräsentative Blots.  
PKA: Proteinkinase A; PKB: Proteinkinase B; PKC: Proteinkinase C; CDKs: cyclin-
dependent kinases; ATM: ataxia telangiectasia mutated; ATR: ataxia telangiectasia 
and Rad3-related protein; MAPK: mitogene activated protein kinase. 
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5.4 Versuchsabschnitt 4: Immunhistochemische Analysen mittels konfokaler 
Laserscanning-Mikroskopie  
 
Um ausgewählte Faktoren (BP1, eIF4E, mTor, Raptor und Rictor) bezüglich der in 
der Eizelle vorhandenen Menge, des Phosphorylierungsstatus und der Verteilung 
innerhalb der Eizelle beurteilen zu können, wurden immunhistochemische Analysen 
mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie durchgeführt. Untersucht wurden 
dabei sowohl unreife Eizellen (Kontrolle 0h) als auch für 24 Stunden mit oder ohne 
Inhibitorzusatz gereifte Eizellen (Kontrolle 24h, DMSO wurde dem Reifungsmedium 
zugegeben; Rapamycin 10µM 24h; Torin2 3µM 24h). Für jeden Antikörper wurden 
pro Versuchsdurchgang (es wurden 3 Versuchsdurchgänge durchgeführt) und Ver-
suchsgruppe (Kontrolle 0h; Kontrolle 24h; Rapamycin 10 µM 24h; Torin2 3 µM 24h) 
jeweils ca. 5 Eizellen analysiert. Insgesamt wurden in diesem Versuchsabschnitt 602 
Eizellen ausgewertet.  
Die Untersuchungen ergaben, dass sich die insgesamt in der Eizelle vorhandene 
Menge der genannten Faktoren im IVM-Verlauf nicht signifikant verändert und auch 
durch die Behandlung mit Rapamycin oder Torin2 nicht signifikant beeinflusst wird. 
Die einzige Ausnahme hiervon ist Rictor, das bei Eizellen im GV-Stadium in geringe-
rer Menge vorliegt als bei für 24 Stunden gereiften Eizellen (Abb.21A-E, Tab.6 siehe 
9.6.5, Tab.7 siehe 9.6.5). Wird allerdings die in der Eizelle vorhandene Menge der 
Faktoren getrennt für verschiedene Lokalisationen innerhalb der Eizelle (Kern, Mitte, 
Rand) betrachtet, zeigt sich für eIF4E (mäßig), mTor (geringgradig) und Raptor 
(deutlich) in der Kernregion und für eIF4E und Raptor auch am Rand der Eizelle 
nach 24-stündiger Maturation eine Steigerung der vorhandenen Menge verglichen 
mit der in GV-Eizellen vorliegenden Menge (Tab.8 siehe 9.6.5, Tab.10 siehe 9.6.5). Die 
in der Eizelle vorhandene mTor-Menge wird durch Torin2-Behandlung geringgradig 
verringert (Tab.6 siehe 9.6.5, Tab.7 siehe 9.6.5).  
BP1 (Thr 37/46), eIF4E (Ser 209), mTor (Ser 2448) und Rictor (Thr 1135) werden wäh-
rend der 24-stündigen Reifung phosphoryliert, wohingegen Raptor (Ser 792) in die-
sem Zeitraum dephosphoryliert wird. Rapamycin zeigt keinerlei Einfluss auf die 
Phosphorylierung dieser Faktoren, während Torin2 einzig die BP1-Phosphorylierung 
inhibiert (Abb.21A-E, Tab.6 siehe 9.6.5, Tab.7 siehe 9.6.5). Was das Ausmaß der Inhi-
bierung der BP1-Phosphorylierung durch Torin2 angeht, lassen sich bei den einzel-
nen untersuchten Eizellen Unterschiede beobachten (Abb.22). Die beschriebenen 
Veränderungen des Phosphorylierungszustandes von BP1 und eIF4E sind in nahezu 
gleichem Ausmaß sowohl in der Kernregion, als auch in der Mitte und am Rand der 
Eizelle zu sehen. Im Gegensatz dazu zeigt sich die Änderung des Phosphorylie-
rungsstatus von mTor und Rictor vor allem in der Kernregion und auch am Rand der 
                             Ergebnisse 
79 
 
Eizelle, während der bezüglich der Phosphorylierung von Raptor beschriebene Ef-
fekt vor allem in der Mitte der Eizelle deutlich wird (Tab.8 siehe 9.6.5, Tab.10 siehe 
9.6.5).  
   
 
 
 
A 
 
B 
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Abb.21: Analyse der Auswirkungen der mechanistic target of rapamycin (mTor)-Inhibierung 
durch Rapamycin und Torin2 auf verschiedene Zielproteine bezüglich der in der Eizelle vor-
handenen Menge, des Phosphorylierungsstatus und der Verteilung innerhalb der Eizelle mit-
tels Laserscanning-Mikroskopie (LSM): 
Gezeigt sind die durch den Pan-Antikörper für eukaryotic translation initiation factor 4E-
binding protein 1 (BP1; A), eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E;  B), mechanistic 
target of rapamycin (mTor; C), regulatory associated protein of mTor (Raptor; D) und ra-
pamycin-insensitive companion of mTor (Rictor; E) erzielten Resultate (immer links dargestellt) 
und die Ergebnisse für die phosphorylierten Formen der Proteine (A: BP1 an Thr 37/46; B: eIF4E 
an Ser 209; C: mTor an Ser 2448; D: Raptor an Ser 792; E: Rictor an Thr 1135; immer rechts darge-
stellt). Untersucht wurden Eizellen vor Beginn der In-vitro-Maturation (0h), nach 24-stündiger 
Maturation (24h; mit DMSO) und nach 24-stündiger Behandlung mit Rapamycin 10 µM (24h 
Rapa) oder Torin2 3 µM (24h Torin2). Die linke Reihe (rot) zeigt die Antikörper-Färbung, die 
mittlere Reihe (grün) zeigt das mittels SYBR Green Nucleic Acid Gel Stain (SYBR) angefärbte 
Chromatin und die rechte Reihe zeigt das zusammengefügte Bild (Merge). Für jeden Antikörper 
wurden pro Versuchsdurchgang (es wurden 3 Versuchsdurchgänge durchgeführt) und Ver-
suchsgruppe (Kontrolle 0h; Kontrolle 24h; Rapamycin 10 µM 24h; Torin2 3 µM 24h) jeweils ca. 5 
Eizellen analysiert. Insgesamt wurden in diesem Versuchsabschnitt 602 Eizellen ausgewertet. 
Für jeden Antikörper ist pro Versuchsgruppe eine repräsentative Eizelle dargestellt.  
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Abb.22: BP1-Phosphorylierung bei Torin2-behandelten Eizellen: 
Die Signalintensitäten hervorgerufen durch den gegen phosphoryliertes (an Thr 
37/46) eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (BP1) gerichteten 
Antikörper wurden bei insgesamt 16 für 24 Stunden unter Zusatz von Torin2 (3 µM) 
gereiften Eizellen untersucht. Dargestellt sind zwei für die unterschiedlichen Signal-
intensitäten innerhalb dieser Gruppe von Eizellen repräsentative Eizellen (A, B). 
 
 
Bei Betrachtung der Lokalisierung der untersuchten Faktoren und ihrer phosphory-
lierten Formen innerhalb der Eizelle fällt auf, dass die meisten dieser Faktoren so-
wohl in ihrer unphosphorylierten als auch in ihrer phosphorylierten Form insgesamt 
bevorzugt in der Kernregion und weniger in der Mitte der Eizelle lokalisiert sind 
(Tab.9 siehe 9.6.5, Tab.11 siehe 9.6.5). 
BP1, eIF4E, Raptor und Rictor zeigen bei Eizellen im GV-Stadium eher keine bevor-
zugte Lokalisierung, nach 24-stündiger Reifung lässt sich jedoch ein vermehrtes Vor-
kommen in der Kernregion und am Rand der Eizelle feststellen (Tab.10 siehe 9.6.5, 
Tab.12 siehe 9.6.5). Bei einigen mit Torin2 behandelten Eizellen erzeugt der Raptor-
Antikörper auch im Zytoplasma hohe Signalintensitäten (Abb.21D). mTor ist bei GV-
Eizellen in der Kernregion in verringerter Menge zu finden, nach 24-stündiger Rei-
fung ist es gleichmäßig innerhalb der Eizelle verteilt (Abb.21C, Tab.10 siehe 9.6.5, 
Tab.12 siehe 9.6.5). Phosphoryliertes BP1 (P-BP1) ist sowohl bei unreifen als auch bei 
 
A B 
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gereiften Eizellen vermehrt in der Kernregion zu finden (Tab.10 siehe 9.6.5, Tab.12 
siehe 9.6.5). Dabei ist insbesondere eine bevorzugte Lokalisierung um die Metaphase 
I-Platte Torin2-behandelter Eizellen auffällig (Abb.21A, Tab.10 siehe 9.6.5, Tab.12 
siehe 9.6.5). P-eIF4E liegt bei Eizellen im GV-Stadium eher in der Mitte der Eizelle 
und weniger in der Kernregion vor, während es nach 24-stündiger Reifung sowohl in 
der Mitte als auch in der Kernregion der Eizelle lokalisiert ist. Auch für P-eIF4E zeigt 
sich eine bevorzugte Lokalisierung um die Metaphase I-Platte Torin2-behandelter 
Eizellen (Tab.10 siehe 9.6.5, Tab.12 siehe 9.6.5). Wie mTor ist P-mTor bei GV-Eizellen 
ebenfalls nur in verringerter Menge in der Kernregion zu finden, bei gereiften Eizel-
len ist dies nicht der Fall (Tab.10 siehe 9.6.5, Tab.12 siehe 9.6.5). P-Raptor und P-
Rictor liegen bei Eizellen im GV-Stadium gleichmäßig verteilt vor, während nach 24-
stündiger Reifung die Signalintensitäten für beide Antikörper in der Kernregion und 
am Rand der Eizelle deutlich höher sind als in der Mitte der Eizelle (Abb.21D,E, 
Tab.10 siehe 9.6.5, Tab.12 siehe 9.6.5). 
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6 Diskussion 
 
6.1 Bezug zu vorangegangenen Studien 
 
Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortführung der Forschungsarbeit von Mayer et al. 
(2014) dar. Wie auch bei Mayer et al. erreichten 70-80% der für 24 Stunden ohne Inhi-
bitor, aber mit Zusatz einer entsprechenden Menge DMSO, das als Lösungsmittel für 
die Inhibitoren diente, gereiften Eizellen die M II-Phase. Dieser Prozentsatz ist relativ 
niedrig verglichen mit den üblicherweise unter Standard-Bedingungen erzielten M 
II-Raten von mehr als 90%, ist aber dadurch erklärbar, dass serum-freies, BSA-
supplementiertes Medium ohne Zusatz von follikelstimulierendem Hormon (FSH)  
für die Maturation verwendet wurde, da Serum und FSH jeden inhibitorischen Effekt 
behindern (Kubelka et al. 2000). Außerdem wurde dem Reifungsmedium DMSO zu-
gesetzt. Die zugegebene DMSO-Menge wurde zwar möglichst niedrig gehalten (die 
DMSO-Konzentration im Maturationsmedium betrug 1,25 % v/v), in einer Studie an 
Rindereizellen wurde jedoch nachgewiesen, dass sich DMSO selbst in geringen Kon-
zentrationen (0,4 bzw. 1 % v/v) negativ auf die In-vitro-Maturation und die anschlie-
ßende embryonale Entwicklung auswirken kann (Avery u. Greve 2000). 
Zur Bestätigung der inhibitorischen Torin2-Wirkung im Hinblick auf die Befruch-
tungsversuche wurde eine morphologische Untersuchung Torin2-behandelter Eizel-
len durchgeführt. Diese ergab, wie die Studie von Mayer et al., dass nach 24-
stündiger Maturation von Rindereizellen unter dem inhibitorischen Einfluss von To-
rin2 ca. 60% der Oozyten in der M I-Phase arretiert werden, während 20-30% der Ei-
zellen den Reifungsprozess trotz Torin2-Behandlung unbeeinflusst bis zu M II-Phase 
durchlaufen. Bei der Behandlung von Eizellen muss berücksichtigt werden, dass die 
Inhibitoren über die Zona pellucida in die relativ große Eizelle eindringen müssen. 
Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, verglichen mit somatischen Zellen, deutlich 
höhere Konzentrationen (10- 100-fach höher) anzuwenden, um einen Effekt beobach-
ten zu können, was das Risiko ungewollter Nebeneffekte steigert. Daher ist es wich-
tig, die niedrigste Konzentration, durch die deutliche und reproduzierbare Auswir-
kungen erzielt werden können, zu ermitteln. Diese Konzentration wurde für die To-
rin2-Behandlung von Rindereizellen von Mayer et al. bestimmt, sie beträgt in diesem 
Zusammenhang 3 µM.  
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten biochemischen und immunhistochemi-
schen Analysen zeigen, dass die untersuchten Faktoren (wird das Vorkommen in der 
Eizelle als Ganzes betrachtet) mit Ausnahme von Rictor, das in GV-Eizellen insge-
samt in geringeren Mengen vorliegt, während der In-vitro-Maturation in praktisch 
unveränderter Menge innerhalb der Eizelle vorhanden sind. BP1, eIF4E, mTor und 
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Rictor werden im Verlauf der Maturation phosphoryliert, während Raptor in diesem 
Zeitraum dephosphoryliert wird. Dabei hat Rapamycin keinerlei Einfluss auf diese 
Phosphorylierungsvorgänge und Torin2 vermindert spezifisch die BP1-
Phosphorylierung an Thr37/46. Diese Resultate stimmen ebenfalls mit den Ergebnis-
sen früherer biochemischer Untersuchungen überein (Mayer et al. 2014; Tomek et al 
2012; Siemer et al. 2009; Ellederova et al. 2006; Tomek et al 2002a).   
 
6.2 Versuchsabschnitt 1: Morphologische Beurteilung mit Rapamycin behandelter 
Rindereizellen 
 
Nach Behandlung von Rindereizellen mit Rapamycin in einer Konzentration von 100 
nM bis 1 µM konnten keine stabilen, reproduzierbaren Effekte weder auf morpholo-
gischer Ebene noch auf molekularer Ebene (Phosphorylierung von Zielmolekülen) 
beobachtet werden (nicht veröffentlichte Daten). Eine Untersuchung an Mauseizellen 
brachte dagegen zu Tage, dass Rapamycin in einer hohen Konzentration (10 µM) 
eine Hemmung der für Eizellen charakteristischen asymmetrischen Zellteilung (ein-
schließlich der Ausschleusung des ersten Polkörpers), ein Fehlschlagen der dieser 
zugrunde liegenden Eizellpolarisierung, dabei vor allem der peripheren Spindelmig-
ration, und somit abnormale M II-ähnliche Eizellen verursacht (Lee et al. 2012).  
Daraus ergab sich die Fragestellung, ob Rapamycin in dieser hohen Konzentration 
auch bei Rindereizellen Auswirkungen zeigen würde, weswegen eine morphologi-
sche Untersuchung von Eizellen, die während ihrer 24-stündigen Maturationsphase 
einer Rapamycin-Konzentration von 10 µM ausgesetzt waren, durchgeführt wurde. 
Tatsächlich konnte auch bei Rindereizellen nach 24-stündiger Reifung in Medium, 
das Rapamycin in einer Konzentration von 10 µM enthielt, ein verglichen mit der 
Kontrollgruppe erhöhter Anteil an symmetrisch geteilten, M II-ähnlichen Eizellen 
beobachtet werden. Mit 20-25% war der Anteil an Eizellen mit abnormaler Zelltei-
lung allerdings deutlich niedriger als der im Rahmen der Studie an Mauseizellen er-
mittelte, der bei ungefähr 50% lag. Bei der Maus wurde bei einem Großteil der Eizel-
len (55 20%) trotz Rapamycin-Behandlung eine Polkörper-Ausschleusung gesehen 
(Lee et al. 2012). Dies stimmt mit den hier erzielten Ergebnissen überein, auch beim 
Rind zeigten um die 50% der mit Rapamycin behandelten Eizellen dennoch asym-
metrisch segregiertes Chromatin und der erste Polkörper wurde ausgeschleust. Bei 
einem kleinen Anteil (um die 4%) der unbehandelten Rindereizellen lag das Chroma-
tin nach 24-stündiger Reifung ebenfalls symmetrisch segregiert vor, was wiederum 
den für Mauseizellen ermittelten Wert (bis zu 2%; Lee et al. 2012) übersteigt. Die Tat-
sache, dass symmetrisch geteilte Eizellen auch innerhalb der Kontrollgruppe vorka-
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men, kann damit erklärt werden, dass bei Eizellen niedriger Qualität ebenfalls eine 
Störung der asymmetrischen Teilung zu finden ist (Lee et al. 2012). 
Die unterschiedliche Ausprägung der beschriebenen Effekte bei Rinder- und Maus-
eizellen kommt vermutlich dadurch zustande, dass die Größe und besonders die Be-
schaffenheit der Zona pellucida bei den Eizellen dieser Spezies verschieden ist. Dies 
macht sich auch bei der Anwendung niedrigerer Rapamycin-Konzentrationen bei 
Maus- und Rindereizellen bemerkbar. So wurden nach der Behandlung von Mausei-
zellen mit 100 nM Rapamycin sowohl Auswirkungen auf die Morphologie der Eizel-
len (schwere Fehler bei der Chromosomen-Aufteilung und bei der Ausbildung der 
Spindel trotz Weiterentwicklung der Eizellen durch die M I-Phase hindurch und 
Ausschleusung des ersten Polkörpers) als auch auf molekulare Mechanismen, die 
während der Maturation von Bedeutung sind, beobachtet (Susor et al. 2015). Im Ge-
gensatz dazu wurden, wie bereits weiter oben erwähnt, bei Rindereizellen, die Ra-
pamycin-Konzentrationen von 100 nM bis 1 µM ausgesetzt waren, keinerlei Effekte 
gesehen (nicht veröffentlichte Daten). Zwar stimmen die beiden erwähnten Studien 
(Susor et al. 2015; Lee et al. 2012) an Mauseizellen insofern überein, dass Rapamycin 
die Spindelbildung und Chromosomensegregation während der Meiose stört und 
die Weiterentwicklung durch die M I-Phase hindurch nicht verhindert, allerdings 
berichten Lee et al. von einer Inhibierung der Polkörper-Extrusion, wohingegen laut 
Susor et al. die Polkörper-Extrusion nicht beeinflusst wird. Diese Diskrepanz lässt 
sich vermutlich dadurch erklären, dass Rapamycin jeweils in verschieden hoher 
Konzentration angewendet wurde.   
Die vorliegenden Ergebnisse werfen die Frage auf, welche molekularen Mechanis-
men der beobachteten Hemmung der Ausschleusung des ersten Polkörpers bei ei-
nem Teil der mit Rapamycin behandelten Rindereizellen zugrunde liegt. Dies wird in 
nachfolgenden Abschnitten dieser Arbeit (6.4 und 6.5) genauer erörtert.  
 
6.3 Versuchsabschnitt 2: Ermittlung der Entwicklungskompetenz Torin2- 
behandelter Rindereizellen  
 
Unter Standard-IVP-Bedingungen erreichen um die 90% der Eizellen nach 24-
stündiger IVM das M II-Stadium (Rodrigues-Cunha et al. 2016), es können von die-
sen Eizellen aber nur 30-40% transfertaugliche Blastozysten produziert werden 
(Wrenzycki u. Stinshoff 2013). Dies führt zu der Annahme, dass bei manchen Eizel-
len möglicherweise zwar die Kernreifung, nicht aber die zytoplasmatische Reifung 
optimal abläuft. Dies würde bedeuten, dass diese Asynchronität der nukleären und 
zytoplasmatischen Reifung während der In-vitro-Maturation (zusammen mit ande-
ren Faktoren) für die niedrigen Blastozystenraten verantwortlich sein könnte. Zur 
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Beurteilung der zytoplasmatischen Reifung können biochemische und/oder moleku-
lare Analysen angewendet werden, die untersuchten Eizellen sind allerdings im An-
schluss für die Embryonen-Produktion meist untauglich.  
Zur Charakterisierung der zytoplasmatischen Reifung wurden bereits zahlreiche 
Versuche durchgeführt, in vielen Fällen unter Verwendung verschiedener Kinase-
Inhibitoren (Susor et al. 2015; Ellederova et al. 2008; Bhojwani et al. 2006; Tomek u. 
Smiljakovic 2005; Tomek et al. 2002a; Kubelka et al. 2000). Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit wurden mit dem mTor-Inhibitor Torin2 behandelte Eizellen sowohl mor-
phologisch untersucht als auch fertilisiert und im Anschluss kultiviert. Bei der mor-
phologischen Untersuchung anhand der Chromatinkonfiguration lag der prozentua-
le Anteil der in der M I-Phase arretierten Eizellen für die Torin2-Versuchsgruppen 
der  verschiedenen Versuchsdurchgänge bei 50-70%, 20-30% der Eizellen hatten sich 
bis zur M II-Phase weiterentwickelt. Dies führte zu der These, dass es sich bei den 
Eizellen, die es schaffen, die durch Torin2 verursachte Arretierung in der M I-Phase 
zu überwinden, um jene Subpopulation von Eizellen handeln könnte, die trotz Be-
handlung mit dem Akt-Kinase-Inhibitor SH6 nicht wie die anderen Eizellen in der M 
I-Phase arretiert werden, sondern sich bis zur M II-Phase weiterentwickeln (Tomek 
u. Smiljakovic 2005). Möglicherweise sind dies außerdem diejenigen Eizellen, die 
bereits im GV-Stadium eine höhere basale Akt-Aktivität und daher bereits von vorn 
herein ein höheres Entwicklungspotential besitzen (Torner et al. 2008). Dieses höhere 
Entwicklungspotential könnte eine Erklärung für das Überwinden der Arretierung 
liefern (Tomek u. Smiljakovic 2005). Zu dieser These passt, dass Akt upstream von 
mTorc1 agiert (Sancak et al. 2007), das wiederum den Phosphorylierungsstatus von 
BP1, der für ein ungestörtes Voranschreiten der Oozytenreifung eine wichtige Rolle 
spielt (Mayer et al. 2014), steuert (Dowling et al. 2010). Deswegen wurde im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit untersucht, ob und in welchem Umfang Torin2 behandelte 
Eizellen das Potential besitzen, sich zu Blastozysten weiterzuentwickeln. 
Die Teilungsrate der für 24 Stunden ohne Inhibitorzusatz gereiften Eizellen der Kon-
trollgruppen betrug durchschnittlich 55%, was deutlich niedriger ist als die übli-
cherweise unter Standard-Bedingungen erreichten Teilungsraten von um die 90% 
(Lee et al. 2016; Kassens et al. 2015). Die erzielten Teilungsraten können aber dadurch 
erklärt werden, dass bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 
Versuchen die Eizellen nicht unter Standardbedingungen gereift wurden (genauer 
erläutert in 6.1). Mit durchschnittlich 56% war die Teilungsrate der Torin2-Gruppe 
unerwartet hoch. Da sich nur 20-30% der Torin2-behandelten Eizellen zur M II-Phase 
weiterentwickeln und damit teilungsfähig werden, wäre hier eine deutlich niedrigere 
Teilungsrate als in der Kontrollgruppe zu erwarten gewesen. Eine mögliche Erklä-
rung hierfür könnte sein, dass ein bestimmter Anteil an Eizellen nach Einbringen in 
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das Befruchtungsmedium (dies erfolgte unmittelbar im Anschluss an die 24-stündige 
Reifungsphase) verspätet doch noch die M II-Phase erreichte. Dies wäre allerdings 
widersprüchlich zu den Ergebnissen von Mayer et al. (2014), wonach die Reduzie-
rung der BP1-Phosphorylierung durch Torin2 zwar reversibel ist, die Arretierung in 
der M I-Phase jedoch nicht. Andererseits unterscheidet sich die weitere Vorgehens-
weise dieser Studie insofern, dass die Eizellen nach der Maturation unter Torin2-
Einfluss nicht in Befruchtungsmedium verbracht, sondern für weitere 24 Stunden in 
Torin2-freiem Maturationsmedium gereift und anschließend anhand der Chromatin-
konfiguration morphologisch analysiert wurden (48h nach Beginn der Maturation). 
Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurde die Teilungsrate am zweiten Tag der 
Kultivierung (etwas weniger als 72 Stunden nach Beginn der Maturation) beurteilt. 
Aussagen über den Entwicklungsstand der Eizellen im Zeitraum zwischen dem Ein-
setzen in das Befruchtungsmedium und der Beurteilung der Teilungsrate können 
nicht getroffen werden, da die Eizellen in diesem Zeitraum nicht morphologisch un-
tersucht wurden. Um diesen Sachverhalt zu klären, müssten weitergehende Untersu-
chungen über den genauen Verlauf der Entwicklung der Eizellen im genannten Zeit-
rahmen durchgeführt werden. Die Blastozystenrate der Kontrollgruppen betrug 30-
40%, was für die In-vitro-Produktion von Embryonen im üblichen Bereich liegt 
(Wrenzycki u. Stinshoff 2013). 
Die hier durchgeführten Versuche zeigen, dass mit Torin2 behandelte Rindereizellen 
die Fähigkeit besitzen, sich zu Blastozysten weiterzuentwickeln. Dies stärkt die The-
se, dass die 20-30% der Torin2-behandelten Eizellen, die sich trotz 24-stündiger Rei-
fung unter Torin2-Einfluss zur M II-Phase weiterentwickeln, diejenigen Eizellen sein 
könnten, die eine erhöhte basale Akt-Aktivität und eine höhere Entwicklungskompe-
tenz als andere Eizellen besitzen. Für eine Bestätigung dieser Hypothese müssten 
allerdings weitergehende Untersuchungen durchgeführt werden (genauer erläutert 
in 6.6.).  
 
6.4 Versuchsabschnitt 3: Biochemische Analysen  
 
Um abzuklären, welche molekularen Veränderungen den infolge der Inhibitorbe-
handlungen (Rapamycin 10µM, Torin2 3µM) beobachteten morphologischen Er-
scheinungen zugrunde liegen, und um weitere Erkenntnisse über molekulare Me-
chanismen, die für die Maturation von Rindereizellen von Bedeutung sind, zu erlan-
gen, wurden unter anderem biochemische Analysen mittels Western-Blot durchge-
führt. Eine Asynchronität zwischen nukleärer und zytoplasmatischer Reifung ist ne-
ben anderen Faktoren mit hoher Wahrscheinlichkeit für die niedrigen Blastozysten-
raten in Standard-IVP-Systemen verantwortlich. Neue Erkenntnisse über molekulare 
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Vorgänge, die im Zuge der zytoplasmatischen Reifung stattfinden, können zu einer 
Verbesserung dieser Systeme beitragen. Dies trug zur Zielsetzung eines besseren 
Verständnisses der zytoplasmatischen Reifung bei. Spezifische mTor-Inhibierung 
durch membrangängige Hemmstoffe wie Rapamycin und Torin2 kann als Mittel zur 
Erforschung dieser Asynchronität dienen, da Rapamycin und Torin2 einen unter-
schiedlichen Einfluss auf die Chromatin-Konfiguration und den Phosphorylierungs-
status zytoplasmatischer Faktoren haben, und kann einen Betrag zum Erkenntnisge-
winn bezüglich bestimmter Signalkaskaden leisten. Die Wirkung der Inhibitoren ist 
speziesspezifisch, was eine klare Einschränkung der hier verwendeten Methodik 
darstellt. Nichtsdestotrotz kann die mTor-Inhibierung durch Substanzen wie Ra-
pamycin und Torin2 ein wertvolles Werkzeug zur Erforschung der nukleären und 
zytoplasmatischen Reifung von Eizellen sein.       
Die biochemischen Untersuchungen ergaben, dass die Faktoren eIF4E und BP1 nach 
Ende der Maturationsphase (24h) in der gleichen Menge innerhalb der Eizelle vorlie-
gen wie vor Beginn der Maturationsphase (0h) und dass eIF4E und BP1 im Laufe der 
Maturation phosphoryliert werden. Der Phosphorylierungszustand von eIF4E wäh-
rend der IVM (0h:hypophosphoryliert, 10h: teils hypo-, teils hyperphosphoryliert, 
24h: hyperphosphoryliert) passt zu der Erkenntnis, dass bei Rindereizellen die 
höchsten Translationsraten zur Zeit des GVBD und in der M I-Phase zu finden sind 
(um die 10h nach IVM-Beginn), während sowohl im GV-Stadium (0h) als auch im M 
II-Stadium (24h) nur basale Translationsraten auftreten (Smiljakovic et al. 2003; 
Tomek et al. 2002a; Tomek et al. 2002b), ausgehend von der Annahme, dass weder 
der phosphorylierte, noch der unphosphorylierte Faktor per se, sondern der Turno-
ver (der Wechsel zwischen der hypo- und der hyperphosphorylierten Form) der 
eIF4E-Phosphorylierung steigende Translationsraten bewirkt (Tomek u. Wollen-
haupt 2012; Scheper u. Proud 2002).   
Im Gegensatz dazu kann der Phosphorylierungszustand von BP1 während der IVM 
(0h: hypophosphoryliert, 10h: teils hypo-, teils hyperphosphoryliert, 24h: hyperpho-
sphoryliert) angesichts der Tatsache, dass hypophosphoryliertes BP1 vermehrt an 
eIF4E bindet, eIF4G von der Bindung an die gemeinsame dorsale Bindungstelle an 
eIF4E abhält, es so aus der Komplexbildung mit eIF4E verdrängt und somit die 
eIF4F-Komplexbildung inhibiert (Siemer et al. 2009; Susor et al. 2008; Volpon et al. 
2006; Duncan u. Song 1999; Lin et al. 1995), zwar eine Erklärung für die basalen 
Translationsraten zu Beginn der Maturation (0h), nicht aber für für die niedrigen Pro-
teinsyntheseraten am Ende der Reifungsphase (24h) liefern. 
Durch Torin2 wird die Phosphorylierung von eIF4E nicht beeinflusst, die Phosphory-
lierung von BP1 an Thr37/46 dagegen reduziert. Dieses Ergebnis ist auch auf moleku-
larer Ebene nachvollziehbar, da BP1 ein bekanntes mTor-Subtrat ist (Susor et al. 2015; 
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Liu et al. 2013; Hou et al. 2012) und Active-site-Inhibitoren wie Torin2 die mTor-
Funktionen vollständig inhibieren (Livingstone u. Bidinosti 2012; Feldman et al. 2009; 
Thoreen et al. 2009). Die eIF4E-Phosphorylierung wird dagegen über die MAPK-
Signalkaskade gesteuert (Hay 2010; Tomek et al. 2002a; Scheper et al. 2001), auf die 
der mTor-Inhibitor Torin2 keinen Einfluss hat. Es wird allerdings auch berichtet, 
dass die eIF4E-Phosphorylierung bei somatischen Zellen durch mTor-Inhibierung, 
verursacht durch den Active-site-Inhibitor PP242, indirekt reduziert wird (Müller et 
al. 2013). Dies wurde darauf zurückgeführt, dass Mnk, die Kinase, die für die eIF4E-
Phosphorylierung verantwortlich ist, an eIF4G bindet, dass diese Bindung für ein 
Stattfinden der eIF4E-Phosphorylierung unabdingbar ist (Scheper et al. 2001; Pyron-
net 2000; Waskiewicz et al. 1999) und dass ein durch die mTor-Inhibierung hervorge-
rufenes vermehrtes Vorliegen von BP1 in der hypophosphorylierten Form zu einer 
Verdrängung von eIF4G aus der Bindung an eIF4E und damit zu einer verringerten 
Phosphorylierungsaktivität von Mnk führt (Müller et al. 2013). Im Gegensatz dazu 
sagt eine andere Studie an somatischen Zellen, bei der unter anderem ebenfalls ein 
mTor-Acitive-site-Inhibitor, nämlich Torin1, verwendet wurde, aus, dass für die 
eIF4E-Phosphorylierung trotz Abhängigkeit von Mnk die Bindung von eIF4E an 
eIF4G und damit die eIF4F-Komplexbildung nicht erforderlich ist (Hall et al. 2014), 
was mit den Ergebnissen der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche 
(keine Inhibierung der eIF4E-Phosphorylierung durch Torin2) in Einklang steht. Die-
se widersprüchlichen Ergebnisse können eventuell dadurch erklärt werden, dass ei-
ne durch m-Tor-Inhibierung verursachte Reduzierung der eIF4E-Phosphorylierung 
vermutlich vor allem bei Zellen, die hauptsächlich Mnk2 enthalten, eine Rolle spielt, 
da Mnk2 eine hohe basale Aktivität besitzt, die durch MAPK-Signalgebung kaum 
verstärkt wird (Stead u. Proud 2013; Ellederova et al. 2008; Parra et al. 2005) und da 
die eIF4E-Phosphorylierung daher in solchen Zellen primär über die eIF4F-
Komplexbildung gesteuert wird (Scheper u. Proud 2002). Bei Eizellen hingegen ist 
für die eIF4E-Phosphorylierung eher Mnk1, dessen Aktivität durch die MAPK-
Signalgebung stark beeinflusst wird, als Mnk2 von Bedeutung (Ellederova et al. 
2008), sodass neben der eIF4F-Komplexbildung ein zweiter Mechanismus für die 
Steuerung der eIF4E-Phosphorylierung (Steuerung über MAPK-Signalgebung) vor-
handen ist (Scheper u. Proud 2002) und dem über die eIF4F-Komplexbildung medi-
ierten Effekt auf die eIF4E-Phosphorylierung keine Bedeutung zukommt. 
Die durch Torin2 reduzierte BP1-Phosphorylierung kann eine Erklärung für die in-
folge einer 24-stündigen Maturation in Torin2-haltigem Medium im Rahmen der 
morphologischen Untersuchungen beobachtete Arretierung der Eizellen in der MI-
Phase liefern, da vermehrt in der hypophosphorylierten Form vorliegendes BP1 in 
höherem Maße an eIF4E binden kann, was zu einer Verringerung der eIF4E-eIF4G-
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Bindung und damit zu einer Abnahme der eIF4F-Komplexbildung führt (Siemer et 
al. 2009; Susor et al. 2008; Duncan u. Song 1999; Lin et al. 1995). Weniger aktive 
eIF4F-Komplexe haben eine Abnahme der Translationsraten zur Folge (Siemer et al 
2009; Raught u. Gingras 1999). Für einen ungestörten Ablauf der Oozytenreifung 
wird aber Proteinsynthese benötigt (Susor et al. 2015; Ferreira et al. 2009), somit ist es 
durchaus plausibel, dass verminderte Translationsraten eine Arretierung in der Ent-
wicklung zur Folge haben. 
Im Gegensatz dazu können die durchgeführten biochemischen Analysen keine Er-
klärung für die durch Rapamycin (10 µM) verursachten morphologischen Verände-
rungen liefern. Rapamycin bewirkt keine Veränderung der eIF4E-Phosphorylierung, 
was dadurch erklärbar ist, dass es sich bei Rapamycin um einen mTor-Inhibitor han-
delt, eIF4E aber über die MAPK-Signalkaskade phosphoryliert wird (Hay 2010; 
Tomek et al. 2002a; Scheper et al. 2001). Es existieren allerdings Berichte, dass Ra-
pamycin bei bestimmten somatischen Zelltypen über eine Beeinflussung von Mnk2 
eine Steigerung der eIF4E-Phosphorylierung bewirkt, wobei der genaue Mechanis-
mus, der dieser Erscheinung zugrunde liegt, unklar ist (Eckerdt et al. 2014; Stead u. 
Proud 2013; Wang et al. 2007; Goggin et al. 2004). Warum dies bei den im Rahmen 
dieser Arbeit durchgeführten Versuchen nicht beobachtet wurde, ist unklar. Mög-
licherweise spielt dabei eine Rolle, dass bei den hier vorgestellten Untersuchungen 
ein anderes Untersuchungsmaterial  (Rindereizellen) und eine andere Rapamycin-
Konzentration verwendet wurden.  
Auch auf die BP1-Phosphorylierung an Thr 37/46 zeigte Rapamycin in einer Kon-
zentration von 10 µM keine Auswirkungen. Dies stimmt mit den Ergebnissen einer 
Studie an somatischen Zellen überein, bei der ebenfalls eine Rapamycin-
Konzentration von 10 µM verwendet wurde (McMahon et al. 2002). Der Einfluss von 
Rapamycin auf die BP1-Phosphorylierung bei somatischen Zellen wird allgemein 
kontrovers diskutiert. Es wurde berichtet, dass die Phosphorylierung von BP1 Ra-
pamycin-sensitiv sei (Beretta et al. 1996). Neuere Studien belegen allerdings, dass 
Rapamycin die BP1-Phosphorylierung uneffizient blockiert und dass die BP1-
Phosphorylierung an Ser65/Thr70 zwar Rapamycin-sensitiv, die Phosphorylierung 
von BP1 an Thr37/46 aber Rapamycin-resistent ist (Feldman et al. 2009; Thoreen et al. 
2009; Fan et al. 2006; Wang et al. 2005), was in Einklang mit den hier vorgestellten 
Ergebnissen steht. Des Weiteren lassen sich die Resultate einer Studie an Mauseizel-
len, die eine signifikante Abnahme der BP1-Phosphorylierung an Thr70 nach Ra-
pamycin-Behandlung ergab (Susor et al. 2015), ebenfalls gut hiermit vereinbaren.              
 Auch durch die Untersuchung der Substratphosphorylierung verschiedener Kinasen 
(PKA, PKB, PKC, ATM/ATR, MAPK, CDKs) konnte nicht ermittelt werden, warum 
Rapamycin in einer Konzentration von 10 µM die Ausschleusung des ersten Polkör-
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pers bei Rindereizellen inhibiert. Die Substratphosphorylierung von keiner dieser 
Kinasen wurde durch Rapamycin beeinflusst. 
Studien an somatischen Zellen, bei denen eine Rapamycin-Behandlung der Zellen 
über einen Zeitraum von 24 Stunden erfolgte, zeigten eine durch Rapamycin verur-
sachte Hemmung von mTorc2 (Zeng et al. 2007; Sarbassov et al. 2006). Nach heuti-
gem Kenntnisstand ist die Hauptfunktion von mTorc2 die Organisierung des Aktin-
Zytoskeletts (Susor et al. 2015; Liu et al. 2013; Zoncu et al. 2011), das eine wichtige 
Rolle bei der Polarisierung der Eizelle und damit auch beim korrekten Ablauf der 
asymmetrischen Teilung spielt (Sun u. Kim 2013; Brunet u. Verlhac 2011; Verlhac et 
al. 2000). So kommt auch eine Studie an Mauseizellen zu dem Ergebnis, dass mTorc2 
wahrscheinlich die Migration der meiotischen Spindel kontrolliert und maßgeblich 
zur Aktin-abhängigen asymmetrischen Teilung beiträgt (Kogasaka et al. 2013). Dies 
alles ließe vermuten, dass auch die bei Rindereizellen beobachtete Hemmung der 
asymmetrischen Teilung durch Rapamycin über eine Inhibierung von mTorc2 medi-
iert wird. Dem steht allerdings entgegen, dass Rapamycin die PKB (=Akt)-Aktivität 
nicht beeinflusst. Akt ist ein Substrat von mTorc2 (Zoncu et al. 2011; Foster u. Fingar 
2010; Alessi et al. 2009), daher wäre bei einer Beeinflussung von mTorc2 auch eine 
Änderung der Akt-Aktivität zu erwarten. 
Die MAPK-Phosphorylierung bei Eizellen im M II-Stadium wird durch Rapamycin 
ebenfalls nicht gehemmt. Dies stimmt mit an Mauseizellen vorgenommenen Unter-
suchungen überein (Lee et al. 2012) und stützt die These, dass Rapamycin spezifisch 
auf einen mTor-abhängigen Signalweg einwirkt.  
Ein weiterer Gegenstand der biochemischen Analysen war das ribosomale Protein S6 
(rpS6). Wie bei den anderen beiden untersuchten Faktoren ließ sich im Verlauf der 
IVM keine Veränderung der in der Eizelle vorhandenen Menge an rpS6 feststellen. 
Es wurde aber eine deutliche Steigerung der rpS6-Phosphorylierung (Ser 235/236) 
nach der Maturationsphase (24h) verglichen mit dem Phosphorylierungsstatus von 
rpS6 vor Beginn der Maturation (0h) beobachtet. Dies passt eigentlich nicht zur Rolle 
von rpS6 als Marker für aktiv stattfindende Translation (Romasko et al. 2013; Duncan 
u. McConkey 1982), da die Translationsraten bei Eizellen in der M II-Phase (nach 24 
Stunden Maturation) gewöhnlich ähnlich basale Werte einnehmen wie im GV-
Stadium (0h; Smiljakovic et al. 2003; Tomek et al. 2002a; Tomek et al. 2002b). 
Auf diesen Phosphorylierungsvorgang hatte Rapamycin genauso wenig einen Ein-
fluss. Dies steht im Kontrast zu Nachforschungen an somatischen Zellen, die erga-
ben, dass Rapamycin sowohl eine Inhibierung der rpS6-Phosphorylierung als auch 
eine Hemmung der Aktivität der für diesen Phosphorylierungsvorgang verantwort-
lichen Kinase, S6K, die ein mTorc1-Substrat ist, bewirkt (Feldman et al. 2009; Thoreen 
et al. 2009; Wang u. Proud 2006; Goggin et al. 2004). Bei Xenopus-Eizellen allerdings 
                             Diskussion 
93 
 
inhibiert Rapamycin während der Maturation zwar die S6K-Aktivierung, beeinflusst 
die rpS6-Phosphorylierung aber nicht signifikant (Schwab et al. 1999). Daraus wurde 
gefolgert, dass eine andere Kinase, nämlich p90 RSK, die über den MAPK-Signalweg 
aktiviert wird (Rolfe et al. 2005), bei Xenopus-Eizellen für die Phosphorylierung von 
rpS6 verantwortlich sein könnte (Schwab et al. 1999). Die Beteiligung von p90 RSK an 
der rpS6-Phosphorylierung ist zwar umstritten (Pende et al. 2004), es existieren aber 
durchaus Berichte, dass p90 RSK rpS6 phosphorylieren kann (Pende et al. 2004; Jones 
et al. 1988). Es wurde gezeigt, dass p90 RSK rpS6 nur an zwei (Ser 235/236) der 5 
Phosphorylierungsstellen (Ser 235, Ser236, Ser 240, Ser 244, Ser 247) phosphoryliert 
(Pende et al. 2004). Dies sind die Stellen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit un-
tersucht wurden. Die Ergebnisse dieser Arbeit können also mit den Resultaten der an 
Xenopus-Eizellen durchgeführten Studie in Einklang gebracht werden, sodass die 
Vermutung naheliegt, dass während der Maturation von Rindereizellen rpS6 durch 
p90 RSK phosphoryliert wird.  
Für diese These spricht auch, dass Torin2, ein Active-site-Inhibitor, der eine vollstän-
dige Inhibierung aller mTor-Funktionen bewirkt (Liu et al. 2013), bei Rindereizellen 
ebenfalls keinen Einfluss auf die rpS6-Phosphorylierung hat. Da p90 RSK durch 
MAPK aktiviert wird (Rolfe et al. 2005), wären auch der Anstieg der MAPK-
Phosphorylierung (Torner et al. 2001; Kubelka et al. 2000) und der rpS6-
Phosphorylierung während der In-vitro-Maturation gut vereinbar. Aus den bezüg-
lich rpS6 gewonnenen Erkenntnissen ergibt sich allerdings somit ebenfalls keine Er-
klärung für die durch Rapamycin verursachten morphologischen Veränderungen. 
Eine Studie an somatischen Zellen besagt, dass Rapamycin die Reorganisierung des 
Zytoskeletts, das für einen korrekten Ablauf der asymmetrischen Zellteilung von 
herausragender Bedeutung ist (Brunet u. Verlhac 2011), zumindest teilweise durch 
die Herunterregulierung der Aktivität und Expression des Rho A-Proteins durch 
mTorc1-mediierte S6K- und BP1-Signalwege inhibiert (Liu et al. 2010). Eine durch 
Rapamycin in einer Konzentration von 10 µM verursachte Reduzierung der vorhan-
denen Menge an mRNA, die für kleine GTPasen (Rho A, Rac 1 und Cdc 42) kodiert, 
bei Eizellen im M II-Stadium wurde auch in der Studie an Mauseizellen, die eine 
Hemmung der asymmetrischen Zellteilung durch Rapamycin zu Tage brachte, beo-
bachtet. Auch hier wurde gefolgert, dass Rapamycin vermutlich über mTor-
regulierte kleine GTPasen wirkt (Lee et al. 2012). Diese kleinen GTPasen sind Schlüs-
selregulatoren von Dynamiken der Zytoskeletts (Heasman u. Ridley 2008) und ein 
wichtiges Downstream-Target für mTor (Lee et al. 2012). Komponenten des Zytoske-
letts spielen eine wichtige Rolle bei der Eizell-Polarisierung, die die Grundlage für 
die asymmetrische Zellteilung bildet (Sun u. Kim 2013; Brunet u. Verlhac 2011; Li et 
al. 2005; Verlhac et al. 2000). 
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Da für Rindereizellen eine Hemmung der BP1-Phosphorylierung an Thr 37/46 ausge-
schlossen wurde, bliebe noch die Möglichkeit, dass S6K oder die Phosphorylierung 
von BP1 an Ser65/Thr70 bei der mTorc1-mediierten Inhibierung der kleinen GTPasen 
eine Rolle spielen. Dies wäre im Rahmen weitergehender Untersuchungen abzuklä-
ren. Die Untersuchung der BP1-Phosphorylierung an Ser65/Thr70 bei Rinder- und 
Schweine-Eizellen gestaltet sich allerdings schwierig, da die Antikörper, obwohl sie 
spezifisch sind, nur schwache Banden ergeben (Mayer et al. 2014; Ellederova et al. 
2006). 
Der genaue molekulare Wirkungsmechanismus von Rapamycin und warum be-
stimmte mTorc1-Substrate Rapamycin-insensitiv sind, bleibt somit weiterhin unklar. 
Es existieren diesbezüglich lediglich Theorien.      
Eine davon besagt, dass die intrinsische Kapazität einer Phosphorylierungsstelle, als 
ein mTorc1-Substrat zu dienen, die Sensitivität gegenüber Rapamycin festlegt. Somit 
sind Stellen von schlechter mTorc1-Substratqualität wie Thr389 in S6K1 Rapamycin-
sensitiv, während Stellen, gegenüber denen mTor c1 eine starke In-vitro-Kinase-
Aktivität zeigt, wie Thr37/46 in BP1, Rapamycin-insensitiv zu sein scheinen, da die 
mTor-Inhibierung durch Rapamycin für ihre vollständige Dephosphorylierung nicht 
ausreicht (Kang et al. 2013). Eine alternative Erklärung ist, dass Rapamycin mTorc1-
Substrate wie S6K, die die FRB-Domäne für ihre Rekrutierung an die auf dem Grund 
der katalytischen Spalte liegende mTor-Active-Site benötigen, stärker inhibiert. Der 
Zugang zu dieser Substrat-bindenden Active-Site ist durch die FRB-Domäne und 
eine aus der katalytischen Spalte hervorragende Helix stark beschränkt und die FRB-
Domäne agiert vermutlich als „Pförtner“, der mit Substraten wie S6K interagiert und 
ihnen so Zugang zur Aktive-Site zu gewährt (Yang et al. 2013). Eine weitere Theorie 
besagt, dass die uneffiziente Blockierung der BP1-Phosphorylierung dadurch erklär-
bar ist, dass kein Hinweis auf eine Bindung des Rapamycin-sensitiven Raptor als Teil 
des mTorc1-Komplexes an das RAIP-Motiv von BP1 gefunden wurde, während Rap-
tor an das TOS-Motiv (= QFEMDI-Motiv) von BP1 bindet (Abb.23). Das RAIP-Motiv 
ist ausschlaggebend für die Phosphorylierung von BP1 an Thr37/46, wohingegen die 
Phosphorylierung von BP1 an Ser65/Thr70 über das TOS-Motiv mediiert wird (Ma-
yer et al. 2014; Beugnet et al. 2003). Dies würde auch erklären, warum die Phospho-
rylierung von BP1 an Thr37/46 Rapamycin-resistent, die Phosphorylierung an 
Ser65/Thr70 dagegen Rapamycin-sensitiv ist (Fan et al. 2006; Wang et al. 2005; 
McMahon et al. 2002) und es würde bedeuten, dass Rapamycin über eine Beeinflus-
sung der Raptor-Bindung an Zielsequenzen wirkt. 
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Abb.23: Wirkung der mechanistic target of rapamycin (mTor)-Inhibitoren Ra-
pamycin und Torin 2 (mod. nach Mayer et al. 2014): Dargestellt sind das Signalmo-
lekül eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (BP1) mit seinen 
verschiedenen Phosphorylierungsstellen (Thr37, Thr46, Ser65, Thr70), dem eukaryo-
tic translation initiation factor 4E (eIF4E)-Bindungsmotiv und den regulatorischen 
Motiven RAIP und QFEMDI, mTor als Bestandteil der Multiproteinkomplexe mTor 
complex 1 (mTorc1) und mTorc2 und die inhibitorische Wirkung von Rapamycin 
und Torin 2. Während Torin 2 (T2) auf den mTorc1-Komplex und damit auf die BP1-
Phosphorylierung sowohl an Thr37/46 als auch an Ser65/Thr70 und genauso auf den 
mTorc2-Komplex inhibitorisch einwirkt, legen die im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit gewonnenen Erkenntnisse nahe, dass Rapamycin (R) bei der Maturation von 
Rindereizellen weder den mTorc2-Komplex beeinflusst, noch die Phosphorylierung 
von BP1 an Thr37/46 inhibiert (selbst in der hohen Konzentration von 10 µM). Rap-
tor als Bestandteil des mTorc1-Komplexes bindet zwar an das für die BP1-
Phosphorylierung an Ser65/Thr70 verantwortliche QFEMDI-Motiv, nicht aber an 
das RAIP-Motiv, über das die BP1-Phosphorylierung an Thr37/46 bewerkstelligt 
wird. 
GV: Germinalvesikel-Stadium; M II: Metaphase II; PDK1: 3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1; PI3K: phosphoinositide 3-kinase; PKB: Proteinkinase B. 
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6.5 Versuchsabschnitt 4: Immunhistochemische Analysen  
 
Um ausgewählte Faktoren (BP1, eIF4E, mTor, Raptor und Rictor) bezüglich der in 
der Eizelle vorhandenen Menge, des Phosphorylierungsstatus und der Verteilung 
innerhalb der Eizelle beurteilen zu können und damit wie durch die biochemischen 
Analysen auch neue Erkenntnisse über molekulare Mechanismen, die bei der Matu-
ration von Rindereizellen eine Rolle spielen, zu gewinnen, wurden immunhistoche-
mische Analysen Rapamycin- und Torin2-behandelter Eizellen mittels konfokaler 
Laserscanning-Mikroskopie durchgeführt. Diese Methode wurde zusätzlich gewählt, 
da im Gegensatz zu den biochemischen Analysen durch die immunhistochemischen 
Untersuchungen die seperate Beurteilung jeder einzelnen Eizelle und eine Einschät-
zung des Verteilungsmusters der Faktoren innerhalb der Eizelle möglich ist. 
Der bei Mauseizellen festgestellte Anstieg der vorhandenen mTor-Menge zum M II-
Stadium hin und eine nach Rapamycin-Behandlung eintretenden Verringerung der 
mTor- Raptor- und Rictor-Expression bei Eizellen im M II-Stadium (Lee et al. 2012) 
wurden bei den untersuchten Rindereizellen nicht gesehen. Eine Behandlung mit 
Torin2 hatte aber eine geringgradige Verminderung der in der gereiften Eizelle vor-
handenen mTor-Menge zur Folge. Außerdem wurde in der Kernregion der Eizellen 
eine durch Rapamycin und Torin2 nicht beeinflussbare Steigerung der vorhandenen 
Raptor-Menge im IVM-Verlauf beobachtet. Da Raptor Teil des mTorc1-Komplexes ist 
(Ballou u. Lin 2008), der für den Prozess der Translation von entscheidender Bedeu-
tung ist (Liu et al. 2013), könnte vermutet werden, dass die Proteinsynthese in der 
Kernregion gereifter Eizellen gesteigert abläuft. Im Großen und Ganzen scheinen bei 
Rindereizellen  für die Regulierung des Ablaufs der Meiose allerdings eher Verände-
rungen des Phosphorylierungszustandes der Faktoren als Veränderungen der in der 
Eizelle vorhandenen Menge dieser Faktoren von Bedeutung zu sein. 
Die immunhistochemischen Untersuchungen ergaben, dass BP1, eIF4E mTor und 
Rictor im Verlauf der Maturation phosphoryliert werden, Raptor hingegen dephos-
phoryliert wird. Die Bedeutung der bezüglich der Phosphorylierung von BP1 und 
eIF4E gewonnenen Erkenntnisse wurde bereits in Abschnitt 6.4 erörtert. Hinzu 
kommen bei den immunhistochemischen Untersuchungen aus der seperaten Be-
trachtung der einzelnen Eizellen abgeleitete Erkenntnisse, vor allem was die BP1-
Phosphorylierung angeht. Aus den biochemischen Analysen geht hervor, dass To-
rin2 die BP1-Phosphorylierung nicht komplett inhibiert, sondern eine Reduzierung 
der Phosphorylierung auf etwa ein Drittel verglichen mit der Kontrollgruppe verur-
sacht. Daraufhin ergab sich die Fragestellung, ob dies durch eine gleichmäßige Ver-
ringerung der Phosphorylierung bei allen Eizellen um ein Drittel zustande kommt, 
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oder ob die Phosphorylierung bei einem Teil der Eizellen stärker, bei einem anderen 
Teil weniger stark inhibiert wird. 
Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Eizellen wurden nach Torin2-
Behandlung durchaus Unterschiede in der BP1-Phosphorylierung gesehen. Um dies-
bezüglich eine endgültige, statistisch abgesicherte Aussage treffen zu können, müss-
ten allerdings weitergehende Versuche mit einer höheren Anzahl analysierter Eizel-
len durchgeführt werden. Die Tatsache, dass bei den hier durchgeführten immunhis-
tochemischen Analysen Unterschiede in der BP1-Phosphorylierung bei den einzel-
nen Eizellen festgestellt wurden, passt dennoch zu der These, dass eine Subpopulati-
on von Eizellen existiert, die gegenüber Inhibierung durch Torin2 (und auch SH6) 
aufgrund einer erhöhten basalen Akt-Aktivität resistent sind und die eine erhöhte 
Entwicklungskompetenz besitzen (diese These wird unter 6.3 genauer ausgeführt). 
Die Vermutung liegt nahe, dass es diese Eizellen sind, bei denen auch die BP1-
Phosphorylierung verglichen mit anderen Eizellen weniger stark inhibiert wird und 
die es trotz Torin2-Behandlung schaffen, sich zu Blastozysten weiterzuentwickeln. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass diese These zutrifft, reichen 
aber als Beleg nicht aus. Diese These müsste also noch durch zusätzliche Experimen-
te bestätigt werden. Hierfür müssten unter Torin2-Einfluss gereifte Eizellen nach der 
24-stündigen Maturation selektiert werden und es müsste eine getrennte Untersu-
chung der BP1-Phosphorylierung der Eizellen der beiden Gruppen (Eizellen die un-
ter Torin2-Inhibierung das M II-Stadium erreicht haben; Eizellen, die nach Torin2-
Behandlung in der M I-Phase arretiert wurden) erfolgen. Um die jeweilige Entwick-
lungskompetenz der Eizellen abzuklären, müsste zusätzlich ein Teil der selektierten 
Eizellen fertilisiert und kultiviert werden (siehe 6.6). Zur Überprüfung der These, 
dass es sich bei den Torin2-resistenten Eizellen um diejenigen Eizellen handelt, die 
eine erhöhte basale Akt-Aktivität besitzen, könnten Eizellen im GV-Stadium anhand 
ihrer unterschiedlichen Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PDH)-Aktivität und 
der daraus resultierenden Anfärbbarkeit mit dem Farbstoff Brilliant Cresyl Blue 
(BCB) in zwei Gruppen (BCB+/BCB-) aufgetrennt werden. Eine Studie an Rinderei-
zellen ergab nämlich, dass BCB+ Eizellen eine deutlich höhere Akt-Phosphorylierung 
aufweisen als BCB- Eizellen (und zusätzlich auch eine größere Entwicklungskompe-
tenz besitzen; Torner et al. 2008), sodass diese Untersuchungsmethode zur Abschät-
zung der basalen Akt-Aktivität bei Eizellen herangezogen werden könnte. Anschlie-
ßend müssten die Eizellen dieser beiden Gruppen (BCB+/BCB-) getrennt unter To-
rin2-Einfluss gereift und danach anhand der Chromatinkonfiguration morphologisch 
untersucht werden. Weiterhin könnten anhand der BCB-Färbung separierte Eizellen 
auch, nach einer 24-stündigen Reifung ohne Inhibitorzusatz, auf die jeweilige BP1-
Phosphorylierung untersucht werden. 
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mTor wird durch Phosphorylierung aktiviert (Kogasaka et al. 2013; Soliman et al. 
2010; Lawrence et al. 2004) und BP1 wird als Downstream-Effektor von mTor als 
Marker für die mTor-Aktivität verwendet (Dann u. Thomas 2006; Jiang et al. 2001). 
Die beobachtete Phosphorylierung von mTor im Verlauf der IVM ist somit gut mit 
der ebenfalls in diesem Zeitraum stattfindenden BP1-Phosphorylierung vereinbar.  
Ausgehend von der Annahme, dass Raptor (Ser722/792)- und Rictor (Thr1135)-
Phosphorylierung den jeweiligen Kinase-Komplex inaktivieren (Foster u. Fingar 
2010; Julien et al. 2010; Dibble et al. 2009; Shaw 2009), liegt aufgrund der hier ermit-
telten Ergebnisse bezüglich der Raptor (Ser792)- und Rictor(Thr1135)-
Phosphorylierung nahe, dass mTorc1 im GV-Stadium inaktiv und im M II-Stadium 
aktiv ist und dass die Situation für mTorc2 genau umgekehrt ist. Diese Veränderung 
der mTorc1-Aktivität steht ebenfalls im Einklang mit der Phosphorylierung von BP1, 
einem direkten mTorc1-Substrat (Ballou u. Lin 2008), da es sehr wahrscheinlich ist, 
dass die zwar noch nicht maximale, aber doch schon deutlich angestiegene mTorc1-
Aktivität am Übergang von der M I- zur M II-Phase ausreichend ist, um die hohe 
BP1-Phosphorylierung am Ende der 24-stündigen Maturationsphase zu gewährleis-
ten. Die mTorc2-Aktivität nimmt vermutlich im IVM-Verlauf ab, die in der Eizelle 
vorliegende Menge an Rictor steigt während der Reifung dagegen an. Folglich ist zur 
Zeit des GVBD und im M I-Stadium sowohl eine gewisse Rictor-Menge als auch eine 
gewisse mTorc2-Aktivität vorhanden. Dies passt zu der These, dass die für die 
Asymmetrie der ersten meiotischen Teilung unabdingbare periphere Migration der 
meiotischen Spindel, die nach dem GVBD stattfindet, hauptsächlich durch mTorc2 
bewerkstelligt wird (Kogasaka et al. 2013). Die untersuchte Phosphorylierung von 
Raptor an Ser792 erfolgt durch AMPK, eine Kinase, die upstream von mTor agiert 
(Shaw 2009; Ballou u. Lin 2008), was eine Erklärung dafür liefert, dass die mTor-
Inhibitoren Rapamycin und Torin2 die Raptor-Phosphorylierung an dieser Stelle 
nicht beeinflussen. Im Gegensatz dazu wäre zu erwarten, dass die Phosphorylierung 
von Rictor an Thr1135, für die bei somatischen Zellen S6K1, ein mTorc1-Substrat 
(Zoncu et al. 2011), verantwortlich ist (Julien et al. 2010; Dibble et al. 2009), durch 
mTor-Inhibierung sowohl durch Rapamycin als auch durch Torin2 verringert wird, 
auch da Berichte über die hemmende Wirkung beider Inhibitoren auf S6K bei soma-
tischen Zellen existieren (Liu et al. 2013; Feldman et al. 2009; Thoreen et al. 2009). Ei-
ne Verringerung der Rictor-Phosphorylierung an Thr1135 nach Rapamycin- bzw. 
Torin2-Behandlung von Rindereizellen wurde aber nicht beobachtet. Eine mögliche 
Erklärung dafür könnte sein, dass bei Rindereizellen eine andere Kinase als S6K, die 
nicht über mTor reguliert wird, Rictor an Thr1135 phosphoryliert. Für diese Theorie 
spricht auch, dass die S6K-Phosphorylierung und damit die S6K-Aktivität während 
der In-vitro-Maturation von Mauseizellen signifikant abnimmt (Susor et al. 2015), 
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was keine Übereinstimmung mit der während der Maturationsphase zunehmenden 
Rictor-Phosphorylierung zeigt.  
Studien an Mauseizellen ergaben, dass bei Eizellen im M I-Stadium sowohl phospho-
ryliertes BP1 als auch phosphoryliertes eIF4E eine bevorzugte Lokalisierung um die 
meiotischen Spindel-Chromosomen-Komplexe herum zeigt (Susor et al. 2015; Ro-
masko et al. 2013). Bei Eizellen im M II-Stadium ist BP1 genauso wie phosphorylier-
tes BP1 an den Chromosomen und der Spindel angereichert (Romasko et al. 2013). 
Dies zeigt eine Übereinstimmung mit den hier für Rindereizellen gewonnenen Er-
kenntnissen. Bei den für 24 Stunden gereiften Rindereizellen (M II-Stadium) war BP1 
ebenso wie phosphoryliertes BP1 ebenfalls vermehrt in der Kernregion lokalisiert. 
Zusätzlich wurde eine Anreicherung von phosphoryliertem BP1 und phosphorylier-
tem eIF4E an der Metaphase I-Platte Torin2-behandelter Eizellen beobachtet, was 
sich genauso mit den Resultaten der Studien an Mauseizellen vereinbaren lässt. 
Die bei Mauseizellen (sowohl im M I- als auch im M II-Stadium) auftretende bevor-
zugte Lokalisierung von mTor und phosphoryliertem mTor an der meiotischen 
Spindel (Kogasaka et al. 2013; Lee et al. 2012; Yan-Chang u. Cai-Rong 2009) wurde 
bei den untersuchten Rindereizellen nicht gesehen. Allerdings lag mTor sowohl in 
unphosphorylierter als auch in phosphorylierter Form im Germinal-Vesikel von GV-
Eizellen in verringerter Menge vor, was bei Mauseizellen nicht der Fall ist (Lee et al. 
2012; Yan-Chang u. Cai-Rong 2009). Da mTor und phosphoryliertes mTor bei gereif-
ten Rindereizellen relativ gleichmäßig innerhalb der Eizelle verteilt waren, ergibt sich 
auch für Rindereizellen wie für Mauseizellen insgesamt eine Zunahme der Menge an 
mTor und phosphoryliertem mTor in der Kernregion. Raptor ist bei Mauseizellen im 
GV-Stadium im Zytoplasma und im Nukleus, im M I- und M II-Stadium punktför-
mig an den meiotischen Spindeln lokalisiert (Kogasaka et al. 2013). Auch bei den un-
tersuchten Rindereizellen zeigte sich im GV-Stadium eine Verteilung von Raptor so-
wohl mittig im Zytoplasma als auch in der Kernregion, während bei für 24 Stunden 
gereiften Eizellen zwar keine punktförmige Anreicherung an der  Spindel, aber eine 
bevorzugte Lokalisierung in der Kernregion und am Rand der Eizelle beobachtet 
wurde. Ein abweichendes Verteilungsmuster zeigte Raptor bei einem Teil der Torin2-
behandelten Eizellen, hier war Raptor teils stark in der Eizellmitte im Zytoplasma 
angereichert. Dies könnte als Hinweis darauf gewertet werden, dass Torin2 zumin-
dest bei einigen Eizellen das Expressionsmuster von Raptor verändert. Durch Unter-
suchungen an Mauseizellen erzielte Resultate besagen, dass Rictor im M I-Stadium 
um die Spindel-Pole herum und im M II-Stadium im Zytoplasma lokalisiert ist. Dies 
wurde als Hinweis darauf gewertet, dass Rictor an der Migration der ersten meioti-
schen Spindel beteiligt ist (Kogasaka et al. 2013). Dies stimmt insofern mit den an 
Rindereizellen durchgeführten Untersuchungen überein, als auch hier bei Zellen im 
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M II-Stadium eine Lokalisierung mittig im Zytoplasma mit nur geringgradiger An-
reicherung in der Kernregion festgestellt wurden. Eizellen in der M I-Phase (für 10 
Stunden gereift) wurden im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht untersucht, so-
dass bezüglich einer bevorzugten Rictor-Lokalisierung um die Pole der ersten meio-
tischen Spindel bei Rindereizellen keine Aussage getroffen werden kann. Dies müss-
te durch weitergehende Untersuchungen abgeklärt werden. Rictor zeigt in seiner 
phosphorylierten Form eine deutliche Anreicherung in der Kernregion gereifter Ei-
zellen. Dies lässt vermuten, dass die Translation in der Kernregion anders als mittig 
im Zytoplasma reguliert wird. Im Gegensatz zur Rictor-Phosphorylierung, die vor 
allem in der Kernregion stattfindet, lässt sich der Abfall der Raptor-
Phosphorylierung im Verlauf der Maturation vor allem in der Mitte der Eizelle im 
Zytoplasma beobachten. Dies legt nahe, dass bei Rindereizellen neben der Raptor-
Phosphorylierung an Ser792, die bei somatischen Zellen durch AMPK mediiert wird 
und die mTor-Signalgebung inhibiert (Foster u. Fingar 2010) und die im Rahmen die-
ser Arbeit untersucht wurde, noch andere Phosphorylierungsstellen von Raptor die 
translatorische Aktivität innerhalb der Eizelle und dabei vor allem in der Kernregion 
beeinflussen könnten. Bei somatischen Zellen wurde beispielsweise von einer Steige-
rung der mTorc1-Aktivität infolge Raptor-Phosphorylierung an Ser863, Ser696, 
Thr706, Ser855, Ser859 und Ser877 durch mTor oder an Ser719, Ser721 und Ser722 
durch p90 RSK berichtet (Foster u. Fingar 2010).  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die gesteigerte Lokalisation von phos-
phoryliertem BP1 und phosphoryliertem eIF4E an der Metaphase I-Platte Torin2-
behandelter Eizellen, die Anreicherung für die Translation wichtiger Faktoren wie 
BP1 (vor allem auch in seiner phosphorylierten Form), eIF4E, Raptor und Rictor (die 
beiden letztgenannten ebenfalls in ihrer phosphorylierten Form) in der Kernregion 
gereifter Eizellen und die Zunahme der mTor-Menge und -Phosphorylierung in der 
Kernregion im IVM-Verlauf für eine räumlich und zeitlich regulierte Proteinsynthese 
und für einen gesteigerten Ablauf der Translation in der Kernregion sprechen. Dies 
zeigt eine Übereinstimmung mit der Lokalisierung von Schlüsselkomponenten des 
mTor-eIF4E-Signalwegs zusammen mit bestimmten mRNAs und Ribosomen um die 
meiotischen Spindel-Chromosomen-Komplexe bei Mauseizellen und mit der daraus 
abgeleiteten Folgerung, dass in diesem Bereich der Eizelle die Translation gesteigert 
abläuft, wobei dort vermutlich vor allem spezifische mRNAs, die eine Rolle bei der 
korrekten Ausbildung der Spindel und der akkuraten Chromosomen-Segregation 
spielen, translatiert werden (Susor et al. 2015). Diese lokalisierte Proteinsynthese und 
zeitlich und räumlich regulierte Translationskontrolle findet sich, wie die im Rahmen 
dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse nahelegen, mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht 
nur bei Mauseizellen, sondern auch bei Rindereizellen.   
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6.6 Ausblick 
 
Ob die Eizellen, die sich trotz Torin2-Behandlung während der Maturation zum M II-
Stadium weiterentwickeln, wirklich ein erhöhtes Entwicklungspotential besitzen, 
wäre im Rahmen weiterführender Untersuchungen abzuklären. Hierfür müssten die 
unter Torin2-Einfluss gereiften Eizellen nach der Maturation selektiert werden 
(Trennung der 20-30% der Eizellen, die das M II-Stadium erreicht haben von den in 
der M I-Phase arretierten Eizellen). Würde man anschließend nur die erstgenannte 
Gruppe von Eizellen fertilisieren und kultivieren, wäre für eine Bestätigung der oben 
erwähnten These eine deutlich erhöhte Blastozystenrate zu erwarten. Käme es zu 
einer solchen Bestätigung, sollte ein IVM-System unter inhibitorischen Bedingungen 
hervorgerufen durch Torin2 gefolgt von einer standardmäßigen In-vitro-Produktion 
von Embryonen eine Selektierung von Blastozysten ermöglichen, die nach Embryo-
transfer den Anteil geborener Kälber deutlich erhöhen.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass auch bei Rindereizellen eine 
lokalisierte Proteinsynthese und räumliche Regulierung der Translation für den Ab-
lauf der Eizellreifung von Bedeutung sind. Daher ist die Charakterisierung der 
mRNAs, die einer solchen zeitlichen, aber auch räumlichen Kontrolle unterliegen, 
eine der Haupt-Herausforderungen für die Zukunft. In diesem Zusammenhang kön-
nen Polysomen-Profile in Kombination mit Inhibitor-Studien, wie sie im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit vorgestellt wurden, wertvolle Ergebnisse liefern. Polysomen-
Profile, bei denen translatorisch aktive, Ribosomen-gebundene mRNA von translato-
risch unterdrückter, ungebundener mRNA getrennt wird, sind auch für  Säugetier-
Eizellen erstellbar. Bezüglich der unterschiedlichen Effekte der mTor-Inhibitoren Ra-
pamycin und Torin2 auf die Chromatinkonfiguration von Rindereizellen ist es wahr-
scheinlich, dass der Einfluss dieser Substanzen auch zu unterschiedlichen Mustern 
aktiv translatierter mRNA führt. Zusammen mit RNA-Sequenz-Profilen (Reyes et al. 
2015), beispielsweise, können solche Untersuchungen Informationen über Proteine, 
die beim GVBD, bei der Regulierung der meiotischen Spindel, beim Übergang von 
der M I- zur M II-Phase, bei der asymmetrischen Teilung und bei der Polkörper-
Bildung eine Rolle spielen, liefern.  
Abschließend kann gesagt werden, dass grundlegende Inhibitor-Studien, wie sie im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, für eine Selektierung von 
Eizellen entsprechend ihrer Entwicklungskompetenz von Wert sein können und ein 
Werkzeug für detaillierte grundlegende Forschung auf molekularer Ebene darstellen.     
Zusammenfassung 
102 
 
7 Zusammenfassung 
 
Für einen ungestörten Ablauf der Oozytenreifung (Entwicklung vom GV- zum M II-
Stadium) ist eine genaue räumliche und zeitliche Regulierung der in der Säugetier-
Eizelle stattfindenden Genexpression auf Ebene der Translation von entscheidender 
Bedeutung. Einer der Initiationsfaktoren, die dabei eine wichtige Rolle spielen, ist 
eIF4E. Dieser Faktor bindet an die Cap-Struktur der mRNAs. Ebenfalls an der Kon-
trolle der Translation beteiligt ist mTor, eine Ser/Thr Protein-Kinase, die 4E-BP1, ein 
Protein, das an eIF4E bindet und die Translation unterdrückt, reguliert. mTor agiert 
als katalytische Untereinheit zweier Multiprotein-Komplexe. Dies sind mTorc1, das 
Raptor enthält, und mTorc2, das Rictor als Komponente besitzt. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden zwei verschiedene mTor-Inhibitoren, Rapamycin und Torin2 wäh-
rend der In-vitro-Maturation von Rindereizellen angewendet. Diese Substanzen 
können eine Abgrenzung der jeweiligen mTorc1- und mTorc2-Funktionen ermögli-
chen. Die infolge der Inhibitor-Behandlungen erzielten Effekte wurden mittels mor-
phologischer Beurteilung anhand der Chromatinkonfiguration, durch biochemische 
Untersuchungen mittels Western-Blot und durch immunhistochemische Analysen 
mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie überprüft.  
Während Torin2 eine Arretierung von 60% der Eizellen in der M I-Phase verursacht, 
inhibiert Rapamycin bei einem Teil der behandelten Eizellen die asymmetrische Zell-
teilung einschließlich der Ausschleusung des ersten Polkörpers. Die biochemischen 
und immunhistochemischen Analysen ergaben ein weitgehend konstantes Vorkom-
men der untersuchten Faktoren und Zielmoleküle (eIF4E, BP1, mTor, Raptor, Rictor, 
rpS6) im Verlauf der In-vitro-Maturation. Für alle Faktoren, außer für Raptor, das 
sich gegensätzlich verhält, zeigt sich im GV-Stadium eine niedrige, im M II-Stadium 
dagegen eine hohe Phosphorylierung. Rapamycin hat keinerlei Auswirkungen auf 
den Phosphorylierungszustand der untersuchten Faktoren, Torin2 hingegen hemmt 
spezifisch die BP1-Phosphorylierung an Thr37/46. Überraschenderweise wird weder 
durch Rapamycin noch durch Torin2 die rpS6-Phosphorylierung blockiert. Im Rah-
men der immunhistochemischen Analysen wurde außerdem für manche Faktoren 
ein spezifisches Verteilungsmuster innerhalb der Eizelle gesehen, was für eine nicht 
nur zeitlich, sondern auch räumlich regulierte Translationskontrolle bei Rindereizel-
len spricht. Schlussendlich konnte kein Rapamycin-sensitives Zielmolekül bei Rin-
dereizellen identifiziert werden, das eine Erklärung für die beobachteten morpholo-
gischen Rapamycin-Effekte liefern könnte. Zusätzlich zu den bisher erwähnten Un-
tersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit Torin2 behandelte Rindereizellen 
außerdem fertilisiert und kultiviert und die Blastozystenrate bestimmt. Es zeigte sich, 
dass diese Eizellen fähig sind, sich zu Blastozysten weiterzuentwickeln.  
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Die hier vorgestellten Untersuchungen ermöglichen Einblicke in regulatorische Me-
chanismen, die bei der Oozytenreifung eine Rolle spielen (insbesondere in die räum-
liche und zeitliche Steuerung der Translation) und können als Grundlage für weiter-
gehende Forschung dienen. Als ein langfristiges Ziel solcher Forschung wäre die 
Steigerung der Erfolgsrate beim Transfer durch IVP erzeugter Embryonen anzuse-
hen. 
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7 Summary 
 
An exact spatiotemporal regulation of gene expression in mammalian oocytes at 
translation level is absolutely necessary to guarantee an unimpaired course of meiot-
ic progression (transition from GV-stage to M II). One of the specific initiation factors 
playing an important role in this process is eIF4E. This factor binds the mRNA cap-
structure. Also involved in translational control is mTor, a Ser/Thr kinase regulating 
4E-BP1, a protein binding eIF4E and repressing translation. mTor acts as catalytic 
subunit of two multiprotein-complexes. These are mTorc1 containing Raptor and 
mTorc2 harboring Rictor. Within the framework of this study two different inhibitors 
of mTor, Rapamycin and Torin2, were used during bovine oocyte in vitro matura-
tion. Those substances may allow discrimination between mTorc1 and mTorc2 com-
plex functions. The effects of the inhibitors were monitored by morphological exami-
nation via reference to chromatin configuration, biochemical analysis by means of 
Western blotting and immunohistochemical analysis by means of confocal laser 
scanning microscopy.  
Whereas Torin2 arrests approx. 60% of the oocytes at the M I stage, Rapamycin inhib-
its asymmetric division including polar body extrusion within a part of the treated 
oocytes. Biochemical and immunohistochemical analysis revealed broadly equal 
abundance of the factors and targets investigated (eIF4E, BP1, mTor, Raptor, Rictor, 
rpS6) in the course of IVM. Phosphorylation analysis showed low phosphorylation in 
GV-stage and high signals in M II for all factors except Raptor, which shows an op-
posite behavior. Rapamycin has no impact on the phosphorylation status of the fac-
tors investigated, Torin2 however inhibits specifically BP1 phosphorylation at 
Thr37/46. Surprisingly, rpS6 phosphorylation is blocked neither by Rapamycin nor 
by Torin2. Moreover, within the scope of immunohistochemical analysis a specific 
pattern of distribution within the oocyte was seen for some factors, suggesting not 
only a temporal but also a spatial regulation of translational control within bovine 
oocytes. In conclusion, no Rapamycin sensitive target explaining the morphological 
effects of Rapamycin observed could be identified in bovine oocytes. In addition to 
the investigations mentioned, within the framework of this study, Torin2 treated bo-
vine oocytes were also fertilized and cultured. The blastocyst rate was determined. It 
became apparent that these oocytes are capable to develop to the blastocyst stage.  
The investigations presented here provide insights into the regulatory events in-
volved in meiotic maturation (especially into spatiotemporal control of translation) 
and can serve as basis for further research. The improvement of the yield of offspring 
after transfer of IVP-derived embryos could be a long-term target of such research. 
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9 Anhang 
 
9.1 Für die Eizellgewinnung, Maturation, Fertilisation, Kultivierung und Proben-
vorbereitung verwendete Medien 
 
9.1.1 Eizellgewinnung 
 
9.1.1.1 Modifiziertes PBS (PBS +) 
 
PBS Dulbecco mit Ca2+/Mg2+ (Fa. Biochrom, Berlin) 500 ml 
Glucose (Fa. Sigma, Steinheim) 500 mg 
Sodium-Pyruvat (Fa. Sigma, Steinheim) 18 mg 
Penicillin (Fa. Sigma, Steinheim) 10 mg 
Streptomycin (Fa. Sigma, Steinheim) 20 mg 
Heparin (Fa. Sigma, Steinheim) 5,6 mg 
Bovines Serum Albumin (BSA) (Fa. Sigma, Steinheim) 150 mg 
 
Aufbewahrung bei 4°C bis maximal 2-3 Tage nach Herstellung. 
 
9.1.2 Maturation 
 
9.1.2.1 Maturationsmedium TCM 199 
 
Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg) 100 ml 
NaHCO3 (Fa. Sigma, Steinheim) 220 mg 
Gentamicinsulfat (Fa. Sigma, Steinheim) 5 mg 
Sodium-Pyruvat (Fa. Sigma, Steinheim) 2,2 mg 
TCM 199 Hepes Modification (Fa. Sigma, Steinheim) 1510 mg 
 
Mischen der Lösung für 40 Minuten mittels Magnetrührer, Einstellen des pH-Wertes 
auf 7,4, Sterilfiltration, Aufbewahrung bei 4°C bis maximal 2 Wochen nach Herstel-
lung. 
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9.1.3 Fertilisation 
 
9.1.3.1 Fertilisationsmedium TL 
 
Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg) 100 ml 
NaCl (Fa. Sigma, Steinheim) 666 mg 
KCl (Fa. Sigma, Steinheim) 23,5 mg 
NaHCO3 (Fa. Sigma, Steinheim) 210 mg 
NaH2PO4 (Fa. Sigma, Steinheim) 4 mg 
Na-Lactat-Sirup 60% (Fa. Sigma, Steinheim) 186 µl 
MgCl2 x 6H2O (Fa. Sigma, Steinheim) 10 mg 
CaCl2 x 2H2O (Fa. Sigma, Steinheim) 30 mg 
Phenolrot (Fa. Roth, Karlsruhe) 1 mg 
 
Mischen der Lösung für 40 Minuten mittels Magnetrührer, Einstellen des pH-Wertes 
auf 7,8, Sterilfiltration, Aufbewahrung bei 4°C bis maximal 2 Wochen nach Herstel-
lung. 
 
9.1.4 Kultivierung 
 
9.1.4.1 Kultivierungsmedium SOF 
 
Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg) 100 ml 
NaCl (Fa. Sigma, Steinheim) 629,2 mg 
KCl (Fa. Sigma, Steinheim) 53,4 mg 
KH2PO4 (Fa. Sigma, Steinheim) 16,2 mg 
CaCl2 x 2H2O (Fa. Sigma, Steinheim) 30 mg 
MgCl2 x 6H2O (Fa. Sigma, Steinheim) 9,6 mg 
NaHCO3 (Fa. Sigma, Steinheim) 210,6 mg 
Phenolrot (Fa. Roth, Karlsruhe) 0,14 mg 
Gentamycinsulfat (Fa. Sigma, Steinheim) 5 mg 
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Mischen der Lösung für 40 Minuten mittels Magnetrührer, Einstellen des pH-Wertes 
auf 7,2-7,3 und der Osmolarität auf 260-280 mOsm, Sterilfiltration, Aufbewahrung 
bei 4°C bis maximal 4 Wochen nach Herstellung. 
 
9.1.5 Probenvorbereitung 
 
9.1.5.1 Modifiziertes PBS (PBS+) 
 
siehe 9.1.1.1 
 
9.1.5.2 Proteinfreies PBS (PBS¯) 
 
Zur Herstellung der gebrauchsfähigen Lösung wurde eine Tablette PBS (Fa. Sigma, 
Steinheim) in 200 ml destilliertem Wasser (Ampuwa®, Fa. Fresenius, Bad Homburg) 
bei Raumtemperatur gelöst. Die Aufbewahrung der fertigen Lösung erfolgte im 
Kühlschrank bei 4°C. 
 
9.1.5.3 Paraformaldehyd 3% mit 2% Saccharose 
 
Zur Herstellung einer 3%igen Paraformaldehyd-Lösung wurden 3 g Paraformalde-
hyd (Fa. Roth, Karlsruhe) in 100 ml proteinfreier PBS-Lösung durch Erwärmen im 
Wasserbad auf 75°C über den Zeitraum von einer halben Stunde gelöst. Sobald die 
Lösung klar war, wurden 2 g Saccharose zugegeben. Die fertige Lösung wurde bei 
4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
 
9.2 Medienzusätze 
 
9.2.1 Heparin-Lösung als Zusatz zum Befruchtungsmedium 
 
Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg) 5 ml 
Heparin (Fa. Sigma, Steinheim) 5 mg 
 
Sterilfiltration der fertigen Lösung, Aliquotierung in Volumina von jeweils 100 µl in 
0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg), Aufbewahrung bei -20°C im Ge-
frierschrank. 
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9.2.2 Gentamicin-Lösung als Zusatz zum Befruchtungsmedium 
 
Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg) 12,5 ml 
Gentamicinsulfat (Fa. Sigma, Steinheim) 2,5 mg 
 
Sterilfiltration der fertigen Lösung, Aliquotierung in Volumina von jeweils 100 µl in 
0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg), Aufbewahrung bei -20°C im Ge-
frierschrank. 
 
9.2.3 Hypotaurin-Epinephrin-Lösung als Zusatz zum Befruchtungsmedium 
 
Lösung 1: 
 
NaCl 0,9% (Fa. Braun, Tuttlingen) 20 ml 
Hypotaurin (Fa. Sigma, Steinheim) 2,19 mg 
 
Lösung 2: 
 
Aqua ad injectabilia (Ampuwa®) (Fa. Fresenius, Bad Homburg) 50 ml 
Na-Meta-bi-sulfit (Fa. Sigma, Steinheim) 50 mg 
Na-Lactat-Sirup 60% (Fa. Sigma, Steinheim) 113 µl 
Conc. HCl (Fa. Roth, Karlsruhe) 30 µl 
 
Lösung 3: 
 
Lösung 2 40 ml 
Epinephrin (Fa. Sigma, Steinheim) 1,83 mg 
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Lösung 4: 
 
Lösung 1 10 ml 
Lösung 3 4 ml 
NaCl 0,9% (Fa. Braun, Tuttlingen) 16 ml 
 
Herstellung dieser Lösung unter Lichtschutz, Sterilfiltration der fertigen Lösung (Lö-
sung 4), Aliquotierung in Volumina von jeweils 360 µl in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. 
Eppendorf, Hamburg), Aufbewahrung bei -20°C im Gefrierschrank. 
 
9.2.4 ECS (estrus cow serum) als Zusatz zum Kultivierungsmedium 
 
Die Herstellung erfolgte nach folgendem Schema: 
 
- Blutentnahme bei 5-10 brünstigen Kühen oder Färsen 
- Stehenlassen des Blutes zur Gerinnung mindestens eine Stunde bei Raumtempera-
tur 
- Zentrifugation des Blutes bei 500 x g für 20 Minuten 
- Abgießen und Poolen des Serumüberstandes 
- erneute Zentrifugation bei 500 x g für 20 Minuten 
- Abgießen des Überstandes in ein Becherglas 
- Erhitzen im Wasserbad bei 56°C für eine Stunde zur Inaktivierung des Komple-
mentsystems 
- Abkühlen des Serums (Raumtemperatur) 
- Abfüllen des Serums in Vacutainer und Tiefgefrieren bei -20°C 
- Je nach Gebrauch Auftauen eines Teils der Vacutainer und Aliquotierung von je 
1000 µl Serum in 1,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg) mit anschlie-
ßendem erneuten Einfrieren 
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9.3 Inhibitorlösungen 
 
9.3.1 Rapamycin-Lösung (800 µM) 
 
Rapamycin (Cell Signaling Technology, USA) 40 nmol 
DMSO (Fa. Serva, Heidelberg) 50 µl 
 
Um eine Konzentration von 10 µM Rapamycin pro Well (Gesamtvolumen: 400 µl) zu 
erreichen, wurden den 395 µl Maturationsmedium pro Well jeweils 5 µl einer Ra-
pamycin-Lösung mit einer Konzentration von 800 µM hinzugefügt. Die hergestellte 
Rapamycin-Lösung (800 µM) wurde in Volumina von jeweils 5 µl in 0,5 ml Safe-
Lock-Tubes (Fa. Eppendorf, Hamburg) aliquotiert. Diese Portionen wurden bis zu 
ihrer Verwendung im Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt. 
 
9.3.2 Torin2-Lösung 
 
Torin2-Stocklösung (20 mM) 
 
Torin2 10 mg 
DMSO (Fa. Serva, Heidelberg) 1156,3 µl 
 
Torin2-Lösung (240 µM) 
 
Torin2-Stocklösung (20 mM) 12 µl 
DMSO (Fa. Serva, Heidelberg) 988 µl 
 
Um eine Konzentration von 3 µM Torin2 pro Well (Gesamtvolumen: 400 µl) zu errei-
chen, wurden den 395 µl Maturationsmedium pro Well jeweils 5 µl einer Torin2-
Lösung mit einer Konzentration von 240 µM hinzugefügt. Die hergestellte Torin2-
Lösung (240 µM) wurde in Volumina von jeweils 5 µl in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes (Fa. 
Eppendorf, Hamburg) aliquotiert. Diese Portionen wurden bis zu ihrer Verwendung 
im Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt. 
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9.4 Aceto-Orcein-Färbelösung für die morphologische Beurteilung der Eizellen 
 
Orcein (Fa. Serva, Heidelberg) 2 g 
Essigsäure 60 % (Fa. Roth, Karlsruhe) 100 ml 
 
Das Orcein wurde in einem Teil der Essigsäure (ca. 90 ml) gelöst und bis kurz vor 
den Siedepunkt erhitzt. Anschließend wurde es auf etwa 20°C abgekühlt und die 
restliche Essigsäure wurde hinzugefügt. Danach wurde die Farbstofflösung durch 
Filterpapier filtriert und bei einer Temperatur von 4°C gelagert. 
 
9.5 Biochemische Analysen  
 
9.5.1 SDS-PAGE nach Laemmli (1970) 
 
9.5.1.1 Polyacrylamid-Trenngel 12,5%-13,5% 
 
Trenngel 12,5% 13% 13,5% 
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) 
(Fa. Serva, Heidelberg) 
12,5 ml 13 ml 13,5 ml 
Tris 1,5 mol/l (pH 8,8) (Fa. Roth, 
Karlsruhe) 
7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml 
doppelt destilliertes H2O 9,5 ml 9,0 ml 8,5 ml 
SDS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe) 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 
APS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe) 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml 
TEMED (Fa. GE Healthcare) 20 µl 20 µl 20 µl 
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9.5.1.2 Polyacrylamid-Sammelgel 5% 
 
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) (Fa. Serva, Heidelberg) 2,5 ml 
Tris 0,5 mol/l (pH 6,8) (Fa. Roth, Karlsruhe) 3,8 ml 
doppelt destilliertes H2O 8,5 ml 
SDS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe) 0,15 ml 
APS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe) 0,3 ml 
TEMED (Fa. GE Healthcare) 20µl 
 
9.5.1.3 Elektrophoresepuffer 10fach konzentriert 
 
Tris 0,5 mol/l (Fa. Roth, Karlsruhe) 60,5 ml 
Glycin (133 mmol/l) (Fa. GE Healthcare) 100,0 ml 
SDS 10% (Fa. Roth, Karlsruhe) 10,0 ml 
doppelt destilliertes H2O 1000 ml 
 
Arbeitsverdünnung: 100 ml auf 900 ml doppelt destilliertes H2O. 
 
9.5.1.4 SDS-Probenpuffer Blue Loading Buffer 
 
SDS Probenpuffer 3 x (Cell Signaling Technology, USA) 0,9 ml 
Reducing Agent 100 µl 
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9.5.2 Western-Blot 
 
9.5.2.1 Transferpuffer nach Towbin 
 
Stammlösung, zehnfach konzentriert 
 
Glycin (Fa. Roth, Karlsruhe) 144 g 
Tris (Fa. Roth, Karlsruhe) 30 g 
SDS (Fa. Roth, Karlsruhe) 7,5 g 
doppelt destilliertes H2O 1000 ml 
 
Arbeitslösung, einfach konzentriert, 20% Methanol 
 
Stammlösung 100 ml 
doppelt destilliertes H2O 700 ml 
Methanol (Fa. Roth, Karlsruhe) 200 ml 
 
9.5.2.2 Tris Buffer Saline (TBS) 10x (pH 7,5) 
 
Tris 1 mol/l (Fa. Roth, Karlsruhe) 24,2 g 
NaCl (Fa. Roth, Karlsruhe) 80,0 g 
doppelt destilliertes H2O 1000 ml 
 
9.5.2.3 Tris Buffer Saline + Tween 20 (TBS-T) 
 
TBS 100,0 ml 
doppelt destilliertes H2O 899,0 ml 
Tween 20 (Fa. Sigma, Steinheim) 1,0 ml 
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9.5.3 ECL-Detektion 
 
Lösung A 
Tris-HCl 0,1 mol/l (pH 8,6) 200 ml 
Luminol (Fa. AppliChem, Darmstadt) 50 mg 
 
Lösung B 
Para-Hydroxycoumarinsäure (Fa. Sigma, Steinheim) 11 mg 
DMSO (Fa. Roth, Karlsruhe) 10 ml 
 
Fertiges ECL-Detektionsreagenz 
Lösung A 1 ml 
Lösung B 100 µl 
H2O2 (30%) (Fa. Roth, Karlsruhe) 30 µl 
 
9.6 Immunhistochemische Analysen 
 
9.6.1 Fixationslösung (Paraformaldehyd 3%, Glucose 2%) 
 
siehe 9.1.5.3 
 
9.6.2 Permeabilisierungspuffer 
 
Destilliertes Wasser 100 ml 
Hepes (Fa. Serva, Heidelberg) 476 mg 
Saccharose (Fa. Roth, Karlsruhe) 10,27 g 
NaCl (Fa. Roth, Karlsruhe) 299 mg 
MgCl2 (Fa. Sigma, Steinheim) 60,9 mg 
0,5 % Triton X 100 (Fa. Serva, Heidelberg) 0,5 ml 
 
Einstellung des pH-Wertes auf 7,4. 
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9.6.3 Waschpuffer 
 
PBS¯ (siehe 7.1.5.2) 200 ml 
BSA (Fa. Roth, Karlsruhe) 1 g 
Triton X 100 (Fa. Serva, Heidelberg) 100 µl 
 
9.6.4 Paraformaldehyd 2% 
 
Zur Herstellung einer 2%igen Paraformaldehyd-Lösung wurden 2 g Paraformalde-
hyd (Fa. Roth, Karlsruhe) in 100 ml proteinfreier PBS-Lösung durch Erwärmen im 
Wasserbad auf 75°C über den Zeitraum von einer halben Stunde gelöst. Die fertige 
Lösung wurde bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. 
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9.6.5 Tabellen 
 
Tab.6: In der Eizelle vorhandene Gesamtmenge der untersuchten Faktoren und 
ihrer phosphorylierten Formen für die verschiedenen Versuchsgruppen: Darge-
stellt sind die durch den jeweiligen Antikörper (BP1, P-BP1 Thr37/46, eIF4E, P-eIF4E 
Ser209, mTor, P-mTor Ser2448, Raptor, P-Raptor Ser792, Rictor, P-Rictor Thr1135) 
erzeugten Signalintensitäten für die verschiedenen Versuchsgruppen (Kontrolle 0h, 
Kontrolle 24h, Rapamycin 10 µM 24h und Torin2 3 µM 24h). In Klammern ist der 
Standardfehler (StdErr) und das Konfidenzintervall (Konf.-Int.) für den jeweiligen 
Wert angegeben.   
 
 Kontrolle 0h Kontrolle 24h Rapamycin 
10µM 
24h 
Torin2 3µM 
24h 
BP1 48,10 (StdErr: 4,90; 
Konf.-Int.: 38,30-
57,90) 
50,02 (StdErr: 4,90; 
Konf.-Int.: 40,22-
59,82) 
48,54 (StdErr: 5,05; 
Konf.-Int.: 38,44-
58,64)   
34,02 (StdErr: 5,40; 
Konf.-Int.: 23,23-
44,82) 
P-BP1 38,85 (StdErr: 9,18; 
Konf.-Int.: 20,47-
57,23) 
169,65 (StdErr: 
8,91; Konf.-Int.: 
151,82-187,48) 
159,10 (StdErr: 
10,19; Konf.-Int.: 
138,71-179,49) 
82,42 (StdErr: 9,18; 
Konf.-Int.: 64,04-
100,80) 
eIF4E 67,59 (StdErr: 
10,05; Konf.-Int.: 
47,51-87,67) 
104,25 (StdErr: 
9,79; Konf.-Int.: 
84,70-123,79) 
95,81 (StdErr: 
10,66; Konf.-Int.: 
74,51-117,11) 
82,19 (StdErr: 10,66; 
Konf.-Int.: 60,89-
103,49) 
P-eIF4E 54,00 (StdErr: 
17,04; Konf.-Int.: 
19,73-88,27) 
156,36 (StdErr: 
15,78; Konf.Int.: 
124,63-188,09) 
123,73 (StdErr: 
15,25; Konf.:Int.: 
93,08-154,39) 
122,21 (StdErr: 
17,80; Konf.-Int.: 
86,42-158,01) 
mTor 91,50 (StdErr: 
21,31; Konf.-Int.: 
48,84-134,16) 
89,39 (StdErr: 
19,34; Konf.-Int.: 
50,68-128,10) 
89,69 (StdErr: 
20,59; Konf.Int.: 
48,48-130,90) 
62,79 (StdErr: 19,93; 
Konf.-Int.: 22,89-
102,69) 
P-mTor 38,79 (StdErr: 
19,88; Konf.-Int.:  -
1,17-78,76 
114,03 (StdErr: 
20,69; Konf.-Int.: 
72,43-155,62) 
95,83 (StdErr: 
20,69; Konf.-Int.: 
54,24-137,43) 
117,87 (StdErr: 
18,50; Konf.-Int.: 
80,66-155,07) 
Raptor 167,49 (StdErr: 
7,95; Konf.-Int: 
151,60-183,37) 
186,96 (StdErr: 
6,95; Konf.-Int.: 
173,07-200,85) 
177,43 (StdErr: 
6,75; Konf.-Int.: 
163,93-190,92) 
176,39 (StdErr: 6,75; 
Konf.-Int.: 162,89-
189,89) 
P-Raptor 31,72 (StdErr: 5,49; 
Konf.-Int.: 20,65-
42,79) 
28,20 (StdErr: 6,26; 
Konf.-Int.: 15,58-
40,82) 
21,75 (StdErr: 5,72; 
Konf.-Int.: 10,23-
33,27) 
17,79 (StdErr: 5,49; 
Konf.-Int.: 6,73-
28,86) 
Rictor 125,35 (StdErr: 
10,71; Konf.:Int.: 
103,94-146,77) 
167,80 (StdErr: 
10,41; Konf.-Int.: 
146,99-188,61) 
171,04 (StdErr: 
10,71; Konf.-Int.: 
149,63-192,45) 
168,08 (StdErr: 
12,25; Konf.-Int.: 
143,59-192,56) 
P-Rictor 107,45 (StdErr: 
20,69; Konf.-Int.: 
66,04-148,87) 
151,65 (StdErr: 
16,17; Konf.-Int.: 
119,28-184,02) 
142,75 (StdErr: 
16,64; Konf.-Int.: 
109,43-176,06) 
139,17 (StdErr: 
17,15; Konf.-Int.: 
104,83-173,50) 
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Tab.7: Unterschiede bezüglich der insgesamt in der Eizelle vorliegenden Menge 
der untersuchten Faktoren und ihrer phosphorylierten Formen zwischen den 
Versuchsgruppen: 
Aufgeführt sind Unterschiede, die zwischen den Versuchsgruppen Kontrolle 0h 
(0hK), Kontrolle 24h (24hK), Rapamycin 10 µM 24h (Rapa) und Torin2 3 µM 24h 
(Torin2) beobachtet wurden. Die Zeile P-BP1, 0hK↓ <---> 24hK↑, P<0,001 
beispielsweise soll zum Ausdruck bringen, dass phosphoryliertes BP1 in ungereiften 
Eizellen (Versuchsgruppe 0hK) statistisch signifikant in geringerer Menge vorliegt 
als in gereiften Eizellen (Versuchsgruppe 24hK). Der statistischen Beurteilung liegen 
die Signalintensitäten für die jeweiligen Antikörper (BP1, P-BP1, eIF4E, P-eIF4E, 
mTor, P-mTor, Raptor, P-Raptor, Rictor und P-Rictor), die in Tab.6 angegeben sind, 
zugrunde. 
 
 Beobachteter Unterschied zwischen zwei 
Versuchsgruppen 
Statistische Signifikanz 
BP1                                   −  
P-BP1 0hK ↓                                               24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                                Rapa ↑ P<0,001 
0hK ↓                                                Torin2 ↑   P<0,01 
24hK ↑                                              Torin2 ↓ P<0,001                                    
Rapa ↑                                              Torin2  ↓ P<0,001 
eIF4E                                  −   
P-eIF4E 0hK ↓                                                24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                                Rapa ↑ P<0,05 
0hK ↓                                                Torin2 ↑ P<0,05 
mTor 24hK ↑                                              Torin2 ↓                                  Stat. nicht signifikant 
P-mTor 0hK ↓                                                24hK ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                                Rapa ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                                Torin2 ↑ P<0,05 
Raptor                                  −  
P-Raptor 0hK ↑                                                 24hK ↓ Stat. nicht signifikant 
0h K ↑                                                Rapa ↓ Stat. nicht signifikant 
0h K ↑                                                 Torin2 ↓  Stat. nicht signifikant 
Rictor 0h K ↓                                                 24hK ↑ P<0,05 
0h K ↓                                                 Rapa ↑ P<0,05 
0h K ↓                                                 Torin2 ↑ Stat. nicht signifikant 
P-Rictor 0h K ↓                                                 24hK ↑  Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                                  Rapa ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                                  Torin2 ↑    Stat. nicht signifikant 
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Tab.8: Unterschiede bezüglich der in der Eizelle vorliegenden Menge der untersuchten 
Faktoren und ihrer phosphorylierten Formen zwischen den Versuchsgruppen getrennt 
nach Lokalisation innerhalb der Eizelle: 
Die bereits in Tab.7 dargestellten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen werden hier 
durch Berücksichtigung der jeweiligen Lokalisation innerhalb der Eizelle (Kern, Mitte, 
Rand) genauer ausgeführt. So sagt die Zeile P-BP1, Kern, 0hK↓ <--> 24hK↑, P<0,001 
beispielsweise aus, dass phosphoryliertes BP1 am Kern ungereifter Eizellen 
(Versuchsgruppe 0hK) statistisch signifikant in geringerer Menge vorliegt als am Kern 
gereifter Eizellen (Versuchsgruppe 24hK). Der statistischen Beurteilung liegen hierbei die in 
Tab.10 angegebenen Signalintensitäten zugrunde. 
 
 Lokalisation Beobachteter Unterschied zwischen 
zwei Versuchsgruppen 
Statistische Signifi-
kanz 
BP1 Kern                               −  
Mitte                               −  
Rand                               −  
P-BP1 Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,001 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,01 
24hK ↑                                  Torin2 ↓ P<0,001 
Rapa ↑                                  Torin2 ↓ P<0,001 
Mitte 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,001 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,01 
24hK ↑                                  Torin2 ↓ P<0,001 
Rapa ↑                                  Torin2 ↓ P<0,001 
Rand 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,001 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,05 
24hK ↑                                  Torin2 ↓ P<0,001 
Rapa ↑                                  Torin2 ↓ P<0,001 
eIF4E Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,05 
Mitte                               −       
Rand 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,05 
P-eIF4E Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,05 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,01 
Mitte 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,01 
Rand 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,01 
mTor Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Rapa ↑  Stat. nicht signifikant 
24hK ↑                                  Torin2 ↓ Stat. nicht signifikant 
Mitte 24hK ↑                                  Torin2 ↓                             Stat. nicht signifikant 
Rand 24hK ↑                                  Torin2 ↓                                     Stat. nicht signifikant 
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Fortsetzung Tab.8: Unterschiede bezüglich der in der Eizelle vorliegenden Menge 
der untersuchten Faktoren und ihrer phosphorylierten Formen zwischen den 
Versuchsgruppen getrennt nach Lokalisation innerhalb der Eizelle 
 
 Lokalisation Beobachteter Unterschied zwischen 
zwei Versuchsgruppen 
Statistische Signifi-
kanz 
P-mTor Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,05 
0hK ↓                                    Rapa ↑  Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,01 
Mitte                             −   
Rand 0hK ↓                                    24hK ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Rapa ↑  Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,05 
Raptor Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,001 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,01 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,05 
Mitte                             −  
Rand 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,05 
24hK ↑                                  Torin2 ↓ P<0,05 
P-Raptor Kern                             −   
Mitte 0hK ↑                                    24hK ↓ Stat. nicht signifikant 
0hK ↑                                    Rapa ↓       P<0,05 
0hK ↑                                    Torin2 ↓ P<0,01 
Rand                             −           
Rictor Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ P<0,05 
0hK ↓                                    Rapa ↑  P<0,01 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,05 
Mitte 0hK ↓                                    Torin2 ↑ P<0,05 
Rand 0hK ↓                                    Rapa ↑ P<0,05 
P-Rictor Kern 0hK ↓                                    24hK ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Rapa ↑  Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ Stat. nicht signifikant 
Mitte                             −  
Rand 0hK ↓                                    24hK ↑ Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Rapa ↑  Stat. nicht signifikant 
0hK ↓                                    Torin2 ↑ Stat. nicht signifikant 
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Tab.9: An bestimmten Lokalisationen innerhalb der Eizelle vorliegende Menge 
der untersuchten Faktoren und ihrer phosphorylierten Formen: 
Angegeben sind die Signalintensitäten, die für den jeweiligen Antikörper (BP1, P-
BP1, eIF4E, P-eIF4E, mTor, P-mTor, Raptor, P-Raptor, Rictor, P-Rictor) an verschie-
denen Lokalisationen (Kern, Mitte, Rand) innerhalb der Eizelle gemessen wurden. 
In Klammern angefügt ist der Standardfehler (StdErr) und das Konfidenzintervall 
(Konf.-Int.) für den jeweiligen Wert.  
 
 Kern Mitte Rand 
BP1 47,71 (StdErr: 2,48; Konf.-
Int.: 42,75-52,66) 
40,63 (StdErr: 2,72; Konf.-
Int.: 35,19-46,07) 
47,18 (StdErr: 2,67; Konf.-
Int.: 41,84-52,51) 
P-BP1 124,74 (StdErr: 5,27; Konf.-
Int.: 114,20-135,28) 
103,27 (StdErr: 4,84; Konf.-
Int.: 93,58-112,96) 
109,51 (StdErr.: 4,54; Konf.-
Int.: 100,41-118,60) 
eIF4E 89,83 (StdErr: 5,33; Konf.-
Int.: 79,19-100,47) 
83,87 (StdErr: 5,28; Konf.-
Int.: 73,32-94,41) 
88,68 (StdErr: 5,29; Konf.-
Int.: 78,19-99,25) 
P-eIF4E 118,81 (StdErr: 8,48; Konf.-
Int.: 101,76-135,86) 
116,31 (StdErr: 8,64; Konf.-
Int.: 98,93-133,69) 
107,11 (StdErr: 8,09; Konf.-
Int.: 90,84-123,38) 
mTor 80,19 (StdErr: 10,39; Konf.-
Int.: 59,49-100,99) 
86,21 (StdErr: 10,14; Konf.-
Int.: 65,91-106,51) 
83,62 (StdErr: 10,06; Konf.-
Int.: 63,49-103,75) 
P-mTor 91,80 (StdErr: 10,17; Konf.-
Int.: 71,36-112,24) 
87,77 (StdErr: 9,85; Konf.-
Int.: 67,95-107,58) 
95,33 (StdErr: 9,25; Konf.-
Int.: 74,61-116,05) 
Raptor 187,45 (StdErr: 3,74; Konf.-
Int.: 179,97-194,93) 
145,55 (StdErr: 5,84; Konf.-
Int.: 133,88-157,23) 
198,19 (StdErr: 3,99; Konf.-
Int.: 190,21-206,17) 
P-Raptor 29,57 (StdErr: 3,76; Konf.-
Int.: 21,98-37,15) 
19,27 (StdErr: 2,29; Konf.-
Int.: 14,66-23,87) 
25,77 (StdErr: 3,14; Konf.-
Int.: 19,43-32,10) 
Rictor 170,49 (StdErr: 5,51; Konf.-
Int.: 159,47-181,50) 
147,35 (StdErr: 6,09; Konf.-
Int.: 135,18-159,52) 
156,36 (StdErr: 6,77; Konf.-
Int.: 142,82-169,90) 
P-Rictor 142,03 (StdErr: 8,48; Konf.-
Int.: 125,06-159,01) 
117,01 (StdErr: 10,08; 
Konf.-Int.: 96,83-137,19) 
146,72 (StdErr: 8,63; Konf.-
Int.: 129,44-164,00) 
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Tab.10: An bestimmten Lokalisationen innerhalb der Eizelle vorliegende Menge der un-
tersuchten Faktoren und ihrer phosphorylierten Formen getrennt nach Versuchsgruppen: 
Die bereits in Tab.9 dargestellte Lokalisierung der Faktoren (BP1, eIF4E, mTor, Raptor, Ric-
tor) und ihrer phosphorylierten Formen innerhalb der Eizelle ist hier durch die seperate 
Betrachtung der Versuchsgruppen (Kontrolle 0h, Kontrolle 24h, Rapamycin 10 µM 24h und 
Torin2 3 µM 24h) genauer aufgeführt. Angegeben ist sowohl die Signalintensität für den 
jeweiligen Antikörper als auch in Klammern der Standardfehler und das Konfidenzintervall 
für den jeweiligen Wert. 
 
 Kontrolle 0h Kontrolle 24h Rapamycin 10µM 24h Torin2 3µM 24h 
 Kern Mitte Rand Kern Mitte Rand Kern Mitte Rand Kern Mitte Rand 
BP1 49,94 
(4,79; 
40,36-
59,52) 
45,71 
(5,26; 
35,18-
56,23) 
48,65 
(5,16; 
38,32-
58,97) 
52,88 
(4,79; 
43,31-
62,46) 
43,06 
(5,26; 
32,53-
53,58) 
54,12 
(5,16; 
43,79-
64,44) 
50,50 
(4,94; 
40,63-
60,37) 
44,19 
(5,42; 
33,34-
55,04) 
50,94 
(5,32; 
40,30-
61,58) 
37,50 
(5,28; 
26,95-
48,05) 
29,57 
(5,80; 
17,97-
41,17) 
35,00 
(5,69; 
23,62-
46,38) 
PBP1 48,94 
(10,31; 
28,30-
69,58) 
31,88 
(9,48; 
12,91-
50,84) 
35,75 
(8,90; 
17,94-
53,56) 
176,24 
(10,00; 
156,21-
196,26) 
163,06 
(9,19; 
144,66-
181,46) 
169,65 
(8,63; 
152,37-
186,93) 
173,85 
(11,44; 
150,95-
196,74) 
142,46 
(10,51; 
121,42-
163,51) 
161,00 
(9,87; 
141,24-
180,76) 
99,94 
(10,31; 
79,30-
120,58) 
75,69 
(9,48; 
56,72-
94,66) 
71,63 
(8,90; 
53,81-
89,44) 
eIF4E 68,83 
(10,41; 
48,05-
89,62) 
68,11 
(10,31; 
47,53-
88,69) 
65,83 
(10,33; 
45,21-
86,46) 
107,74 
(10,13; 
87,51-
127,97) 
93,79 
(10,03; 
73,76-
113,82) 
111,21 
(10,05; 
91,14-
131,29) 
97,63 
(11,04; 
75,58-
119,67) 
91,56 
(10,93; 
69,73-
113,39) 
98,25 
(10,95; 
76,37-
120,12) 
85,13 
(11,04; 
63,08-
107,17) 
82,00 
(10,93; 
60,17-
103,83) 
79,44 
(10,95; 
57,56-
101,31) 
P-
eIF4E 
49,58 
(17,52; 
14,35-
84,81) 
63,00 
(17,86; 
27,09-
98,91) 
49,42 
(16,72; 
15,80-
83,03) 
161,50 
(16,22; 
128,88-
194,12) 
161,57 
(16,53; 
128,33-
194,81) 
146,00 
(15,48; 
114,88-
177,12) 
124,07 
(15,67; 
92,56-
155,85) 
122,93 
(15,97; 
90,82-
155,05) 
124,20 
(14,95; 
94,14-
154,26) 
140,09 
(18,30; 
103,29-
176,89) 
117,73 
(18,65; 
80,22-
155,23) 
108,82 
(17,46; 
73,71-
143,93) 
mTor 70,93 
(21,80; 
27,28-
114,57) 
104,36 
(21,29; 
61,74-
146,97) 
99,21 
(21,12; 
56,96-
141,47) 
90,47 
(19,79; 
50,86-
130,08) 
89,06 
(19,32; 
50,39-
127,73) 
88,65 
(19,16; 
50,30-
126,99) 
91,07 
(21,06; 
48,90-
133,23) 
87,87 
(20,57; 
46,70-
129,04) 
90,13 
(20,39; 
49,31-
130,95) 
68,31 
(20,40; 
27,49-
109,14) 
63,56 
(19,91; 
23,70-
103,42) 
56,50 
(19,75; 
16,98-
96,02) 
P-
mTor 
27,92 
(20,25; 
-12,79-
68,64) 
46,46 
(19,63; 
7,00-
85,93) 
42,00 
(20,53; 
0,72-
83,28) 
117,17 
(21,08; 
74,79-
159,54) 
105,42 
(20,43; 
64,34-
146,49) 
119,50 
(21,37; 
76,54-
162,46) 
99,50 
(21,08; 
57,12-
141,88) 
85,58 
(20,43; 
44,51-
126,66) 
102,42 
(21,37; 
59,46-
145,38) 
122,60 
(18,85; 
84,70-
160,50) 
113,60 
(18,27; 
76,86-
150,34) 
117,40 
(19,11; 
78,97-
155,83) 
Raptor 158,46 
(8,35; 
141,76-
175,16) 
160,46 
(13,04; 
134,39-
186,53) 
183,54 
(8,91; 
165,72-
201,36) 
204,29 
(7,30; 
189,69-
218,90) 
139,65 
(11,41; 
116,85-
162,45) 
216,94 
(7,79; 
201,36-
232,52) 
196,33 
(7,10; 
182,14-
210,52) 
127,78 
(11,08; 
105,62-
149,94) 
208,17 
(7,57; 
193,02-
223,31) 
190,72 
(7,10; 
176,53-
204,91) 
154,33 
(11,08; 
132,18-
176,49) 
184,11 
(7,57; 
168,97-
199,25) 
P-
Raptor 
30,92 
(7,19; 
16,44-
45,41) 
32,23 
(4,39; 
23,43-
41,04) 
32,00 
(6,01; 
19,90-
44,10) 
36,60 
(8,19; 
20,09-
53,11) 
18,70 
(4,98; 
8,66-
28,74) 
29,30 
(6,85; 
15,50-
43,10) 
27,58 
(7,48; 
12,51-
42,66) 
14,75 
(4,55; 
5,59-
23,91) 
22,92 
(6,25; 
10,32-
35,52) 
23,15 
(7,19; 
8,67-
37,64) 
11,38 
(4,37; 
2,58-
20,19) 
18,85 
(6,01; 
6,74-
30,95) 
Rictor 134,71 
(10,69; 
113,34-
156,08) 
116,24 
(11,81; 
92,63-
139,84) 
125,12 
(13,14; 
98,85-
151,39) 
178,83 
(10,39; 
158,07-
199,60) 
155,50 
(11,47; 
132,56-
178,44) 
169,06 
(12,77; 
143,53-
194,59) 
184,18 
(10,69; 
162,81-
205,55) 
154,06 
(11,81; 
130,45-
177,67) 
174,88 
(13,14; 
148,61-
201,15) 
184,23 
(12,22; 
159,79-
208,67) 
163,62 
(13,50; 
136,62-
190,61) 
156,38 
(15,02; 
126,34-
186,43) 
P-
Rictor 
103,91 
(19,76; 
64,35-
143,47) 
109,00 
(23,50; 
61,97-
156,03) 
109,45 
(20,12; 
69,18-
147,73) 
166,94 
(15,45; 
136,02-
197,87) 
120,72 
(18,37; 
83,96-
157,49) 
167,28 
(15,73; 
135,80-
198,76) 
151,53 
(15,90; 
119,71-
183,35) 
110,82 
(18,90; 
72,99-
148,66) 
165,88 
(16,18; 
133,49-
198,28) 
145,75 
(16,39; 
112,95-
178,55) 
127,50 
(19,48; 
88,50-
166,50) 
144,25 
(16,68; 
110,86-
177,64) 
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Tab.11: Unterschiede in der Lokalisation der untersuchten Faktoren und ihrer 
phosphorylierten Formen innerhalb der Eizelle: 
Dargestellt sind Unterschiede in der Lokalisation der Faktoren BP1, eIF4E, mTor, 
Raptor und Rictor und ihrer phosphorylierten Formen innerhalb der Eizelle. Die 
Zeile BP1, Kern↑ <--> Mitte↓, P<0,001 bedeutet beispielsweise, dass BP1 statistisch 
signifikant mehr am Kern als in der Mitte der Eizelle lokalisiert ist. Der statistischen 
Beurteilung liegen die in Tab.9 aufgeführten Signalintensitäten zugrunde. 
 
 Beobachteter Unterschied zwischen zwei 
Lokalisationen 
Statistische Signifikanz 
BP1 Kern ↑                                          Mitte ↓  P<0,001 
Rand ↑                                         Mitte ↓ P<0,001 
P-BP1 Kern ↑                                          Mitte ↓ P<0,001 
Kern ↑                                          Rand ↓ P<0,001 
Rand ↑                                         Mitte ↓  P<0,01 
eIF4E Kern ↑                                              Mitte ↓  P<0,05 
P-eIF4E Kern ↑                                          Rand ↓ P<0,001 
Mitte ↑                                         Rand ↓ P<0,01 
mTor Mitte ↑                                         Kern ↓ P<0,01 
P-mTor Rand ↑                                         Mitte ↓ P<0,01 
Raptor Kern ↑                                          Mitte ↓ P<0,001 
Rand ↑                                         Kern ↓ P<0,05 
Rand ↑                                         Mitte ↓ P<0,001 
P-Raptor Kern ↑                                          Mitte ↓ P<0,01 
Rand ↑                                         Mitte ↓ P<0,001 
Rictor Kern ↑                                          Mitte ↓ P<0,001 
Kern ↑                                          Rand ↓ P<0,001 
P-Rictor Kern ↑                                          Mitte ↓   P<0,001 
Rand ↑                                         Mitte ↓ P<0,001 
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Tab.12: Unterschiede in der Lokalisation der untersuchten Faktoren und ihrer 
phosphorylierten Formen innerhalb der Eizelle getrennt nach Versuchsgruppen: 
Die bereits in Tab.11 dargestellten Unterschiede werden hier durch separate 
Betrachtung der einzelnen Versuchsgruppen (Kontrolle 0h, Kontrolle 24h, 
Rapamycin 10 µM 24h, Torin2 3 µM 24h) genauer ausgeführt. So soll die Zeile BP1, 
Kontrolle 24h, Kern↑ <--> Mitte↓, P<0,001 zum Ausdruck bringen, dass BP1, 
betrachtet man ausschließlich die Versuchsgruppe Kontrolle 24h, statistisch 
signifikant mehr am Kern als in der Mitte der Eizelle lokalisiert ist. Der statistischen 
Beurteilung liegen hierbei die in Tab.10 angegebenen Signalintensitäten zugrunde. 
 
Antikörper Versuchsgruppe Beobachteter Unterschied zwi-
schen zwei Lokalisationen  
Statistische Signifi-
kanz 
BP1 Kontrolle 0h                          −   
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
Rapamycin Kern ↑                             Mitte ↓ Stat. nicht signifikant 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,01 
Torin2 Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,05 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,05 
P-BP1 Kontrolle 0h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,01 
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,05 
Rapamycin Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
Torin2  Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
Kern ↑                             Rand ↓ P<0,001 
eIF4E Kontrolle 0h                         −   
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,01 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
Rapamycin                         −  
Torin2                         −      
P-eIF4E Kontrolle 0h Mitte ↑                            Kern ↓  Stat. nicht signifikant 
Mitte ↑                            Rand ↓ P<0,05 
Kontrolle 24h Kern ↑                             Rand ↓  P<0,05 
Mitte ↑                            Rand ↓ P<0,01 
Rapamycin                         −   
Torin2  Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,01 
Kern ↑                             Rand ↓ P<0,001 
mTor Kontrolle 0h Mitte ↑                            Kern ↓ P<0,001 
Rand ↑                            Kern ↓ P<0,001 
Kontrolle 24h                         −  
Rapamycin                         −  
Torin2 Kern ↑                             Rand ↓ P<0,01 
Mitte ↑                             Rand ↓ P<0,05 
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Fortsetzung Tab.12: Unterschiede in der Lokalisation der untersuchten Faktoren 
und ihrer phosphorylierten Formen innerhalb der Eizelle getrennt nach Ver-
suchsgruppen 
 
Antikörper Versuchsgruppe Beobachteter Unterschied zwi-
schen zwei Lokalisationen  
Statistische Signifi-
kanz 
P-mTor Kontrolle 0h  Mitte ↑                            Kern ↓ P<0,05 
Kontrolle 24h Rand ↑                            Mitte ↓  P<0,01 
Rapamycin Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,01 
Torin2                          −  
Raptor Kontrolle 0h Rand ↑                            Kern ↓ P<0,01 
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
Rapamycin Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
Torin2  Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,01 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,05 
P-Raptor Kontrolle 0h                         −  
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,01 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,01 
Rapamycin Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,05 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,05 
Torin2  Kern ↑                             Mitte ↓ Stat. nicht signifikant 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,05 
Rictor Kontrolle 0h                        −  
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,05 
Rapamycin Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,01 
Torin2 Kern ↑                             Rand ↓ P<0,01 
P-Rictor Kontrolle 0h                       −  
Kontrolle 24h Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
Rapamycin Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,001 
 Rand ↑                            Kern ↓ P<0,01 
 Rand ↑                            Mitte ↓ P<0,001 
 Kern ↑                             Mitte ↓ P<0,05 
 Rand ↑                            Mitte ↓ Stat. nicht signifikant 
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